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      Ως οξειδωτικό στρες ορίζεται η διαταραχή της ισορροπίας μεταξύ της 
παραγωγής ελευθέρων ριζών και του συνόλου των αντιοξειδωτικών 
παραγόντων προς επικράτηση των πρώτων.  Η παραγωγή ελευθέρων ριζών, έχει 
ως αποτέλεσμα δυσμενείς επιπτώσεις σε διάφορα βιομόρια των κυττάρων όπως 
τα λιπίδια, οι πρωτεϊνες και το DNA που οδηγεί σε απώλεια της φυσιολογικής 
λειτουργίας του κυττάρου και κατά συνέπεια σε ασθένειες για τον οργανισμό, 
όπως ο καρκίνος, το Parkinson και ο σακχαρώδης διαβήτης. Για την 
αντιμετώπισή τους, ο οργανισμός διαθέτει έναν ενδογενή μηχανισμό από 
αντιοξειδωτικούς παράγοντες, ενώ σημαντικό ρόλο παίζουν και οι 
αντιοξειδωτικές ουσίες που λαμβάνονται μέσω της διατροφής.  
      Κυριότεροι αντιοξειδωτικοί παράγοντες είναι ορισμένες βιταμίνες, 
ιχνοστοιχεία αλλά και φυτοχημικές ενώσεις όπως είναι η βιταμίνη C ( ασκορβικό 
οξύ), η βιταμίνη Ε (τοκοφερόλη) η νιασίνη και τα καροτενοειδή. Ουσίες με 
ιδιαίτερο ενδιαφέρον και έντονη αντιοξειδωτική δράση είναι οι πολυφαινόλες 
που συναντώνται στα σταφύλια. 
      Στη συγκεκριμένη εργασία μελετήθηκε η δράση των πολυφαινολών από 
εκχυλίσματα βόστρυχων σταφυλιών  των ποικιλιών Μοσχόμαυρο, 
Μαυροτράγανο και Μανδηλαριά. Η  εργασία πραγματοποιήθηκε σε ενδοθηλιακά 
κύτταρα της σειράς EA.hy926 προκειμένου να διαπιστωθεί η επίδραση των 
εκχυλισμάτων στην οξειδοαναγωγική κατάσταση των κυττάρων. 
Οι πειραματικές μέθοδοι που πραγματοποιήθηκαν ήταν i) εκτίμηση της 
αντιοξειδωτικής δράσης των εκχυλισμάτων, μέσω τη ικανότητας δέσμευσης της 
ρίζας ABTS , (2,2΄-Azino-bis-(3-ethyl-benzthiazoline-sulphonic acid), ii) εκτίμηση 
της αντιοξειδωτικής δράσης των εκχυλισμάτων μέσω της ικανότητας δέσμευσης 
της ρίζας DPPH, (1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλιο). iii) προσδιορισμός του 
δείκτη λιπιδικής υπεροξείδωσης TBARS στα κύτταρα, iv) προσδιορισμός 
πρωτεϊνικών καρβονυλίων που είναι δείκτης οξείδωσης των πρωτεϊνων των 
κυττάρων, v) προσδιορισμός των δεικτών οξειδωτικού στρες, ανηγμένης 
γλουταθειόνης (GSH) και δραστικών μορφών οξυγόνου (ROS), με κυτταρομετρία 
ροής. Επίσης, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος Folin-Ciocalteau για τον προσδιορισμό 
του συνολικού πολυφαινολικού περιεχομένου των εκχυλισμάτων, 
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Τα αποτελέσματα απέδειξαν ότι τα εκχυλίσματα είχαν αντιοξειδωτική 
δράση στα κύτταρα EA.hy926 με πιο ισχυρό αυτα που προέρχονταν από την 
ποικιλία των Μανδηλαριών ενώ τη μικρότερη συμβολή είχαν αυτά που 
προέρχονταν από την ποικιλία του Μοσχόμαυρου. Πιο συγκεκριμένα τα 
εκχυλίσματα αυτά παρουσίασαν στατιστικά σημαντική μείωση στα επίπεδα των 
πρωτεϊνικών καρβονυλίων αλλά και των TBARS στα κύτταρα, ενώ παράλληλα 
εμφάνισαν στατιστικά σημαντική αύξηση στα επίπεδα της ανηγμένης 
γλουταθειόνης που θεωρείται το πιο σημαντικό ενδογενές αντιοξειδωτικό, σε 
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ABSTRACT 
The term oxidative stress is used to express an imbalance between the 
production of free radicals and the total antioxidant compounds within a cell, in 
favor of the former. Excess free radical production has severe consequences for 
cellular macromolecules (DNA, proteins and lipids), leading to a loss of a cell’s 
normal function and consequently diseases like cancer, Parkinson’s and diabetes. 
In order to deal with free radicals, apart from its endogenous antioxidants, an 
organism may absorb dietary antioxidant compounds. The main dietary 
antioxidants include substances such as minerals, Vitamin C (Ascorbic acid), 
Vitamin E (tocopherols), niacin and several carotenoids. Of particular interest are 
plant polyphenols (e.g. those derived from grapes) as they elicit a very strong 
antioxidant activity. 
 In this particular study, three Greek varieties of grape stem polyphenolic 
extracts were examined (Moschomayro, Mayrotragano, Mandilaria). Specifically, 
the extracts were administered to EA.hy926 cells in order to examine their effects 
on the cells’ redox status. 
 The methods that were used were: 
1) Extract antioxidant activity by measuring their ability to scavenge the 
ABTS free radical, (2,2΄-Azino-bis-(3-ethyl-benzthiazoline-sulphonic acid). 
2) Extract antioxidant activity by measuring their ability to scavenge the 
DPPH free radical (1,1- diphenyl-2-picrylhydrazyl) 
3) Total extract polyphenolic content by the Folin-Ciocalteau assay 
4) Cell lipid peroxidation by the TBARS assay 
5) Protein carbonyls, another cell oxidation marker 
6) Redox status markers, Glutathione (GSH) and Reactive Oxygen Species 
(ROS), using flow cytometry 
The results suggested that the extracts had an antioxidant effect on the EA.hy926 
cells. More specifically, the most potent extract was the one derived from the 
Mandilaria variety, while the least potent was the one from the Moschomayro 
variety. Specifically, these extracts exhibited a significant reduction in Protein 
Carbonyls and TBARS levels, while they displayed a significant increase in 
Glutathione levels, which is considered the most important endogenous 
antioxidant. 
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1. EIΣΑΓΩΓΗ 




      Kάθε μόριο ή άτομο έχει τα ηλεκτρόνια του καταταγμένα σε ζεύγη που 
κινούνται σε συγκεκριμένες τροχιές, τα λεγόμενα τροχιακά (ατομικά ή μοριακά).  
Όταν όμως περιέχει ένα ή περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια στην εξωτερική 
στιβάδα ορίζεται ώς ελεύθερη ρίζα. Aυτό μπορεί να γίνει είτε με προσθήκη είτε με 
απώλεια ενός ηλεκτρονίου από την εξωτερική ηλεκτρονιακή στιβάδα (Gilbert, 
2000; Barry Halliwell & Gutteridge, 1986; Mylonas & Kouretas, 1999). Οι 
ελεύθερες ρίζες είναι πολύ δραστικές, λόγω της παρουσίας ασύζευκτων 
ηλεκτρονίων και έχουν την τάση να αποσπούν ηλεκτρόνια από γειτονικά μόρια. 
Η διαδικασία αυτή έχει ώς αποτέλεσμα το μόριο το οποίο μετατράπηκε σε ρίζα με 
απώλεια του ηλεκτρονίου του να αποσπά με τη σειρά του  ηλεκτρόνιο από άλλα 
μόρια (Barry Halliwell, 2006) και δημιουργώντας νέες ρίζες, κάτι το οποίο μπορεί 
να συνεχιστεί επι μακρόν (Karlsson, 1997). Ωστόσο κάτι τέτοιο μπορεί να 
οδηγήσει σε αντίδραση των σχηματιζόμενων ελευθέρων ριζών με διάφορα 
βιομόρια επηρεάζοντας τη φυσιολογική δράση τους (B Halliwell, 1989). 
 
Λιποειδή  Υπεροξείδωση     Ασθένειες 
Πρωτεΐνες  Μετουσίωση                    
 
Ένζυμα  Απενεργοποίηση              
Νουκλεϊκά οξέα  Μεταλλάξεις     Γήρανση 
 
 
      Συχνά προκειμένου να χαρακτηρίσουμε τις ελεύθερες ρίζες χρησιμοποιούμε 
τον όρο ‘’δραστικές μορφές οξυγόνου’’ (Reactive oxygen species, ROS). O όρος 
αυτός περιγράφει τις ελεύθερες ρίζες που έχουν σαν κεντρικό μόριο το οξυγόνο, 
όπως είναι το O2•-, και το OH•. Άλλα χαρακτηριστικά παραδείγματα ελευθέρων 
ριζών είναι η ρίζα αλκοξυλίου (RO•) και του υδροπεροξυλίου (ΗΟ2•).  
Βλάβες 
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      Ωστόσο στις ROS εντάσσονται και μη ριζικά παράγωγα (non radicals) 
οξυγόνου όπως το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), οι θειούχες ρίζες (RS• )και 
το υποχλωριώδες οξύ (COCl) που δεν είναι ρίζες αλλά μπορούν να προκαλέσουν 
την παραγωγή ελευθέρων ριζών (Halliwell, 2001). 
1.1.1 Δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS) 
 
ΔΡΑΣΤΙΚΕΣ ΜΟΡΦΕΣ ΟΞΥΓΟΝΟΥ 
 
 





               RADICALS 
 
 Ανιόν Σουπεροξειδίου ( O2·-) 
 Ρίζα Υδροξυλίου ( OH·) 
 Ρίζα Υπεροξειδίου  (RO2·) 
 Ρίζα Αλκοξειδίου  (RO·) 
 Ρίζα Υδροϋπεροξειδίου ( HO2·) 
 
     Ως ελεύθερες ρίζες θεωρούνται επίσης και οι δραστικές μορφές αζώτου 
(Reactive nitrogen species, RNS). Αυτές περιλαμβάνουν ρίζες με κεντρικό μόριο 
το άζωτο όπως το μονοξείδιο του αζώτου NO•  και το διοξείδιο του αζώτου NO2• 
όπως επίσης και ενώσεις που δεν είναι ελεύθερες ρίζες αλλά είτε είναι 
οξειδωτικοί παράγοντες είτε μετατρέπονται σε ελεύθερες ρίζες (Fang, Yang, & 
Wu, 2002; Barry Halliwell, 2006). 
 
                ΝON RADICALS  
 
 
 Υπεροξείδιο Υδρογόνου (H2O2) 
 Υποχλωριώδες Οξύ (HOCl) 
 Υποβρωμιώδες Οξύ (HOBr) 
 Όζον (O3) 
 Μονήρες Οξυγόνο (1O2) 
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1.1.2 Δραστικές μορφές αζώτου  
 









       RADICALS  
      Ρίζα Μονοξειδίου Αζώτου (NO·) 
      Ρίζα Διοξειδίου Αζώτου (NO2·) 
 
 
 Ανιόν του σουπεροξειδίου (O2·-) 
 
      Το ανιόν σουπεροξειδίου σχηματίζεται από την αναγωγή του οξυγόνου από ένα e- 
σύμφωνα με την ακόλουθη αντίδραση:   
O2 + e-   O2. – 
      Το σουπεροξείδιο έχει παραμαγνητικές ιδιότητες λόγω του ασύζευκτου 
ηλεκτρονίου. Ο σχηματισμός του σουπεροξειδίου πραγματοποιείται αυθόρμητα 
υπό αερόβιες συνθήκες στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων κατά τη 
διάρκεια της λειτουργίας «της αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων». Ένζυμα που 
παράγουν σουπεροξείδιο είναι η λιποξυγενάση, η κυκλοξυγενάση και η NADPH – 
οξειδάση των φαγοκυττάρων που αποτελεί ένα παράδειγμα σκόπιμης 
παραγωγής Ο2
 -. Η ρίζα του σουπεροξειδίου παίζει κεντρικό ρόλο στη βιοχημεία 
των ελευθέρων ριζών επειδή από τη ρίζα αυτή παράγονται πολλές δραστικές 
μορφές οξυγόνου. Το Ο2
 - , όπως και όλες οι ρίζες, έχει τη φυσική τάση να 
ζευγαρώσει το ασύζευκτό του ηλεκτρόνιο. Αυτό μπορεί να γίνει και αν 
αντιδράσουν δύο ρίζες Ο2
 -   μεταξύ τους. Σε υδατικά διαλύματα με ουδέτερο pΗ 
             NON RADICALS 
 Nιτρώδες Οξύ (HNO2) 
 Κατιόν Νιτροσυλίου (NO+) 
 Ανιόν Νιτροσυλίου (NO-) 
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δύο ρίζες Ο2
 - αντιδρούν μεταξύ τους και σχηματίζουν υπεροξείδιο του 
υδρογόνου, σύμφωνα με την αντίδραση: 
2 Η2Ο2    2 Ο2
 -  + 2Η+        Η2Ο2 + Ο2      
 
 Ρίζα υδροξυλίου (OH·) 
 
      Έχει αποδειχτεί ότι πρόκειται για μια πολύ δραστική ρίζα μετά από πολλές 
μελέτες (Bielski & Cabelli, 1995; von Sonntag, 1991). H ρίζα υδροξυλίου 
προκύπτει σύμφωνα με την αντίδραση Fenton-Haber-Weiss μεταξύ του ανιόντος 
του σουπεροξειδίου (Ο2
.-
) και του υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) παρουσία 
ενός μετάλλου μετάπτωσης, το οποίο επιταχύνει την αντίδραση. Στα βιολογικά 





    +  Η+   Ο2 
.Η 
Ο2 
.Η  +  Ο2
.-
  + Η+   Η2Ο2  +  Ο2 
Fe
3+
  +  O2
. -
   Fe
2+
  +   O2 
Fe
2+
   +  H2O2   Fe
3+
  +  OH
.
  +  OH
- 
 
      Ο χαλκός και άλλα μεταλλικά ιόντα μπορούν επίσης να καταλύσουν την 
αντίδραση. Η ρίζα υδροξυλίου είναι ένας ισχυρός οξειδωτικός παράγοντας που 
αντιδρά με πολλά οργανικά και ανόργανα μόρια στο κύτταρο (DNA, πρωτεΐνες, 
λιπίδια, αμινοξέα και μέταλλα). Οι τρεις κύριες αντιδράσεις τη ρίζας υδροξυλίου 
είναι η απόσπαση υδρογόνου, η προσθήκη και η μεταφορά ηλεκτρονίου 
(Halliwell and Gutteridge, 1999). 
 
 Υπεροξειδικές ρίζες  (ROO-) 
 
      Οι υπεροξειδικές ρίζες ROO- σχηματίζονται από την προσθήκη μοριακού 
οξυγόνου (Ο2) σε ελεύθερες οργανικές ρίζες. Είναι τοξικές για τα κύτταρα επειδή 
μπορούν να αφαιρέσουν άτομα υδρογόνου από τα λιπίδια και με αυτό τον τρόπο να 
προωθήσουν τη λιπιδική υπεροξείδωση. 
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 Ρίζα Υδροϋπεροξειδίου ( HO2·) 
 
      Η ρίζα υδροϋπεροξειδίου HO2· προκύπτει από αναγωγή 1 e- στο οξυγόνο, 
σύμφωνα με την παρακάτω αντίδραση: 
Ο2 + e-  Ο2 - ↔ ΗΟ2• (pK=4,8) 
 
 Υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) 
      Το υπεροξείδιο του υδρογόνου είναι ένα δραστικό μόριο, που οδηγεί σε 
παραγωγή ελευθέρων ριζών όπως η ρίζα υδροξυλίου. Είναι κυτταροτοξικό αλλά 
θεωρείται ένας σχετικά ασθενής οξειδωτικός παράγοντας ενώ η 
κυτταροτοξικότητα του εμφανίζεται μέσω της ικανότητας του να παράγει 
ελεύθερες ρίζες μέσω μεταλλο-καταλυόμενων αντιδράσεων όπως η αντίδραση 








 + ΟΗ- + ΟΗ. 
 
       O σχηματισμός του υπεροξειδίου προκύπτει είτε από οξειδάσες που καταλύουν 
τη μεταφορά δυο ηλεκτρονίων στο μοριακό οξυγόνο, είτε με αυτο-




+2Η+         Η2Ο2 + Ο2 
 
 Μονήρες οξυγόνο (1O2) 
 
 
      Το μονήρες οξυγόνο 1Ο2  έχει όλα τα ηλεκτρόνια του συζευγμένα κάτι το οποίο 
σημαίνει ότι πρακτικά δεν είναι ρίζα.  Σχηματίζεται μέσω μιας αλλαγής στην 
κατάσταση του spin, από παράλληλη σε αντιπαράλληλη κατι που έχει ως 
αποτέλεσμα την αύξηση της δραστικότητας του  καθώς αναιρείται ο περιορισμός 
του spin και αυξάνεται η οξειδωτική ικανότητα.  Έχει μικρή διάρκεια ημιζωής και 
τη δυνατότητα να διαπερνά τα κύτταρα, ενώ αποτελεί το μεγαλύτερο καταλύτη 
για την έναρξη της υπερξείδωσης των λιπιδίων, μιας διαδικασίας που οδηγεί στην 
καταστροφή των μεμβρανών των κυττάρων. 
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 Όζον ( Ο3) 
 
      Το όζον βρίσκεται στα ανώτερα στρώματα της ατμόσφαιρας και έχει μεγάλη 
βιολογική σημασία επειδή απορροφά τις βλαβερές για τους ζωντανούς 
οργανισμούς υπεριώδεις ακτινοβολίες. Σχηματίζεται με φωτοδιάσπαση του Ο2 
από την υπεριώδη ακτινοβολία σε ατομικό οξυγόνο το οποίο εν συνεχεία αντιδρά 
με μοριακό οξυγόνο. Το όζον δεν είναι ελεύθερη ρίζα. Πρόκειται για οξειδωτικό 
αέριο στο μόριο του οποίου περιέχονται τρία άτομα οξυγόνου. Είναι 
διαμαγνητικό, έχει  χαρακτηριστική οσμή και ιδιαίτερα περιορισμένη 
διαλυτότητα στο νερό. (Παπαγεωργίου 2005) 
 
 Υποχλωριώδες οξύ ( HOCl) 
 
 
      To υποχλωριώδες οξύ σχηματίζεται από τη δράση της μυελοϋπεροξειδάσης          
χρησιμοποιώντας υπεροξείδιο του υδρογόνου, σύμφωνα με την αντίδραση: 
 
 
Η2Ο2 + Cl 
-      ΗΟCl+ ΟΗ
 
 
       Πρόκειται για ένα ασθενές οξύ, το οποίο ωστόσο είναι πολύ δραστικό χημικά. 
Προέρχεται από τα ουδετερόφιλα και μπορεί να προκαλέσει βλάβη σε μακρομόρια 
όξειδώνοντας τις θειόλες, τα λιπίδια, το ασκορβικό οξύ αλλά και την NADPH 
οξειδάση. Επίσης καταστρέφει τα αποθέματα ΑΤΡ στα μιτοχόνδρια, δυσχεραίνοντας 
το μηχανισμό παραγωγής ενέργειας του κυττάρου με αποτέλεσμα την απώλεια 
δυναμικού της μεμβράνης, απελευθέρωση κυτοχρώματος C και συνεπώς απόπτωση 
του κυττάρου (Whiteman et al., 2005; Halliwell and Gutteridge, 2007). 
 Moνοξείδιο του αζώτου NO· 
 
      Συντίθεται από το αμινοξύ L-αργινίνη σε πολλούς τύπους κυττάρων. Η 
σύνθεση συμβαίνει μέσω συνθετασών του μονοξειδίου του αζώτου (NOS), όπως 
η νευρωνική ΝΟS (NOS1), η ενδοθηλιακή NOS (NOS2) και η επαγώγιμη NOS 
(NOS3) . Το ΝΟ  είναι ασθενής αναγωγικός παράγοντας, αντιδρά με το Ο2 για να 
σχηματίσει ΝΟ2  και αντιδρά με το Ο2
 -  για να σχηματίσει ΟΝΟΟ-  (B Halliwell, 
1994). 
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 Πηγές παραγωγής Δραστικών Μορφών Οξυγόνου 
 
      Οι πηγές παραγωγής δραστικών μορφών οξυγόνου μπορεί να είναι είτε 
ενδοκυτταρικές είτε εξωκυτταρικές. Στην πρώτη περίπτωση παράγονται μέσα 
από φυσιολογικές λειτουργίες του σώματος καθώς αποτελούν προϊόντα της 
φυσιολογικής λειτουργίας του μεταβολισμού του κυττάρου, ενώ κατά τη δεύτερη 
περίπτωση παράγονται όταν το σώμα εκτίθεται σε τοξικό περιβάλλον όπως είναι 
το κάπνισμα, η ακτινοβολία και η μολυσμένη ατμόσφαιρα. 
      Ο σχηματισμός τους και κατα συνέπεια η δράση τους, έχει σαν αποτέλεσμα τη 
πρόκληση βλαβών σε βιολογικά μακρομόρια επηρεάζοντας έτσι κυτταρικές 
λειτουργίες. Κάτι τέτοιο μάλιστα έχει επίπτωση στη μεταγωγή σήματος τόσο 
ενδοκυτταρικά όσο και διακυτταρικά. 
     Α. Ενδοκυτταρικές πηγές 
 
 Οξειδωτική φωσφορυλίωση 
 
     Είναι μία διαδικασία, η οποία λαμβάνει χώρα στην εσωτερική μεμβράνη των 
μιτοχονδρίων και θεωρείται ίσως η σημαντικότερη ενδοκυτταρική πηγή ROS. Η 
πλειοψηφία των ROS παράγεται στην αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων στα 
μιτοχόνδρια αφού το 0,1-1% του οξυγόνου μετατρέπεται σε ρίζα. 
      Η αφυδρογονάση του ΝΑDH (σύμπλεγμα 1) και το σύμπλεγμα κυτοχρώματος 
bc1 (σύμπλεγμα 3), είναι γνωστές θέσεις παραγωγής O2·- και H2O2  (Chance, Sies, 
& Boveris, 1979). Το H2O2 δημιουργείται με τη μεταφορά από το NADH και FADH2 
στην ουβικινόνη. Η ροή ηλεκτρονίων στο μοριακό οξυγόνο παράγει σουπεροξείδιο 
(Chance et al., 1979). Το O2·
- ανάγεται σε H2O2 από τη μιτοχονδριακή δισμουτάση του 
υπεροξειδίου (Mn-SOD). Ακόμα, μέσω της αντίδρασης Haber-Weiss ανάμεσα στο O2·
- 
και στο H2O2 δημιουργείται OH·. 
 
Αντίδραση Haber-Weiss: 
Fe3+ + Ο2.-     Fe2+ + Ο2 
Fe2+ + Η2Ο2    Fe3+ + ΟΗ- + ΟΗ. 
Net Ο.- + Η2Ο2    ΟΗ- + ΟΗ. + Ο2 
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      Στην εσωτερική μεμβράνη του μιτοχονδρίου παράγεται επίσης μονοξείδιο του 
αζώτου (NO) από τη συνθάση του NO. Το μονοξείδιο του αζώτου αντιδρά με το 
ανιόν σουπεροξειδίου (O2·-) και παράγει υπεροξυνιτρικό ανιόν (ONOO-), το οποίο 
σε φυσιολογικό pH παράγει υπεροξυνιτρώδες οξύ (ONOOH) (Koppenol, 1998) . 
Από αυτό τελικά σχηματίζονται οι ρίζες OH· και NO2·. 
 Η αντίδραση του μονοξειδίου του αζώτου (NO) με την ουβικινόλη (UQH2) οδηγεί 
στο σχηματισμό ημικινόνης (UQH), η οποία λειτουργεί σαν σημείο παραγωγής 
σουπεροξειδίου (O2·-) (Chance et al., 1979). 
 Μετατροπή ξανθίνης σε ουρικό οξύ 
 
      Μια πολύ σημαντική πηγή παραγωγής ελευθέρων ριζών αποτελούν οι 
αντιδράσεις που καταλύονται από την οξειδάση της ξανθίνης (Downey, 1990; 
Kuppusamy & Zweier, 1989). Kατά τη διάρκεια της ισχαιμίας το ΑΤΡ 
αποφωσφορυλιώνεται σε ADP και ΑΜΡ εξαιτίας της ενέργειας που απαιτείται για 
τη σύσπαση του μυοκαρδίου. Αν τα αποθέματα σε οξυγόνο είναι μικρά τότε το 
ΑΜΡ μετατρέπεται διαδοχικά σε υποξανθίνη, ξανθίνη και τελικώς σε ουρικό οξύ.  
      Η αντίδραση αυτή καταλύεται από την οξειδάση της ξανθίνης και συνοδεύεται 
από σχηματισμό του O2·-. Η οξειδάση της ξανθίνης πρέπει να μετατραπεί από την 
ανηγμένη στην οξειδωμένη της μορφή από μία ενδοκυτταρική πρωτεάση που 
ενεργοποιείται από το Ca2+ ενώ το μοριακό οξυγόνου είναι δέκτης ηλεκτρονίων. 
 Ουδετερόφιλα και αναπνευστική << έκρηξη>> 
 
      Τα πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα (PMN) είναι κύτταρα του 
ανοσοποιητικού που παίζουν σημαντικό ρόλο στην προστασία των ιστών από 
την προσβολή τους από ιούς και βακτήρια (Pyne, 1994). Tα ΡΜΝ 
ενεργοποιούνται με την καταστροφή του ιστού που προκαλείται από τα ROS ή 
από άλλους μηχανισμούς (Fielding & Meydani, 1997). 
      Κατά τη διάρκεια της οξείας φάσης της αντίδρασης τα ΡΜΝ μεταναστεύουν 
στην περιοχή που προκλήθηκε τραυματισμός καθώς προσελκύονται από 
χημειοτακτικούς παράγοντες που προέρχονται από κατεστραμμένα κύτταρα και 
απελευθερώνουν τα λυτικά ένζυμα καθώς και το O2·- κατά τη διάρκεια της 
φαγοκυττάρωσης. 
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      Τα λυτικά ένζυμα διευκολύνουν την καταστροφή των πρωτεϊνών που έχουν 
υποστεί βλάβες ενώ το O2·- παράγεται από τη μυελοϋπεροξειδάση και την 
NADPH οξειδάση (Petrone, English, Wong, & McCord, 1980). Η 
κυτταροπλασματική δισμουτάση του υπεροξειδίου μετατρέπει το O2·-  σε H2O2, 
το οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται σε OH· από ιόντα μετάλλων ή σε HOCl. 
 
Η2Ο2  +  Cl-       HOCl +OH 
 
      H φλεγμονώδης αυτή αντίδραση είναι σημαντική για την απομάκρυνση των 
κατεστραμμένων πρωτεινών αλλά και την παρεμπόδιση της βακτηριακής και της 
ιϊκής μόλυνσης, ωστόσο τα ROS και τα άλλα οξειδωικά μόρια που 
απελευθερώνονται από τα ουδετερόφιλα προκαλούν δευτερογενή βλάβη όπως 
είναι η υπεροξείδωση των λιπιδίων (Fielding & Meydani, 1997; Meydani et al., 
1992). 
      Η φαγοκυττάρωση βακτηρίων ή ιών, προκαλεί το φαινόμενο που είναι 
γνωστό και ως αναπνευστική «έκρηξη» και χαρακτηρίζεται από αυξημένη 
κατανάλωση οξυγόνου και γλυκόζης από τα κύτταρα έχοντας ως αποτέλεσμα 
την παραγωγή σουπεροξειδίου και εν τέλει HOCl . 
 
 
Εικόνα : Παραγωγή ελευθέρων ριζών από ΡΜΝ 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 14:12:19 EET - 137.108.70.7
 20 
 
 Κυτόχρωμα Ρ450 
 
       Η παραγωγή ROS μέσω του κυτοχρώματος Ρ450 μπορεί να γίνει φυσιολογικά 
στα μικροσώματα των ηπατικών κυττάρων (Yu, 1994).  To ΝΑDPH  υφίσταται 
οξείδωση δημιουργώντας O2·-  το οποίο κατόπιν μπορεί να μετατραπεί σε H2O2 
(Chance et al., 1979). Η παραγωγή του Η2Ο2 είναι ανάλογη με την κατανάλωση 
οξυγόνου στο μικρόσωμα (Ηalliwell & Gutteridge,1989). Παρουσία ADP και Fe3+ η 
NADPH οξειδάση καταλύει τη μεταφορά ενός ηλεκτρονίου από το NADPH στο O2 
παράγοντας O2·-. 
 Αυτοξείδωση μορίων 
 
      Κάποια μόρια όπως είναι οι φλαβίνες, οι κατεχολαμίνες και οι θειόλες 
μπορουν να αυτοξειδωθούν σχηματίζοντας ανιον σουπεροξειδίου (O2·-). 
Β. Εξωκυτταρικές πηγές 
 
 
      Ορισμένοι από τους πιο σημαντικούς οξειδωτικούς παράγοντες είναι το όζον, 
η ατμοσφαιρική ρύπανση, ο καπνός του τσιγάρου, τα βιομηχανικά απόβλητα 
αλλά και η ακτινοβολία (ηλιακή και ηλεκτρομαγνητική) (Koren, 1995; Victorin, 
1994). Επιπροσθέτως μια ακόμα πηγή ελευθέρων ριζών μπορεί να είναι η δράση 
ορισμένων φαρμάκων (Naito, Yoshikawa, Yoshida, & Kondo, 1998; Ray et al., 
2001) αλλά και αλλα ξενοβιοτικά όπως τοξίνες, εντομοκτόνα αλλά και αλκοόλ 
(Elsayed, Omaye, Klain, & Korte, 1992)(Jacobsson, Cassel, Karlsson, Sellstrom, & 
Persson, 1997; Jones et al., 2000). Tέλος σημαντική πηγή οξειδωτικών θεωρείται 
και η διατροφή (Ames, 1986; Kanner & Lapidot, 2001; Lijinsky, 1999). 
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Eικόνα: Ενδοκυτταρικές και εξωκυτταρικές πηγές παραγωγής ελευθέρων ριζών 
1.2. Βιολογική δράση των ROS  
 
    Α. Θετικές επιδράσεις 
 
      Βασικό χαρακτηριστικό των ελευθέρων ριζών είναι ότι συμμετέχουν σε 
αρκετά σηματοδοτικά μονοπάτια, τόσο ενδοκυτταρικά όσο και διακυτταρικά 
(Rimbach et al., 1999; Sen & Packer, 1996; Sen, 2001; Sieck, 2001).  Παραδειγμα 
αυτού θεωρείται η μετατροπή της δραστικότητας των πρωτεϊνών προκαλώντας 
το σχηματισμό δισουλφιδικών δεσμών. 
     Ακόμα, τα ROS συμμετέχουν σε μηχανισμούς του ανοσοποιητικού συστήματος, 
δρώντας ενάντια στα αντιγόνα κατά τη διάρκεια της φαγοκυττάρωσης. Ο ρόλος 
τους αυτός ενισχύεται κατά τη διάρκεια της φλεγμονής (Finaud, Lac, & Filaire, 
2006). Eπίσης παίζουν σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση μηχανισμών που συνδέονται 
με το μεταβολισμό, τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την απόπτωση και τη μυϊκή 
συστολή (Linnane et al., 2002; Sieck, 2001).  
      Επίσης η αναστολή της παραγωγής ROS οδηγεί σε απώλεια της μυϊκής 
συστολής ενώ αυξημένη παραγωγή ROS έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση 
μυϊκής κόπωσης. Ακόμα, αιμοπετάλια που βρίσκονται σε περιοχή που έχει 
υποστεί πληγή απελευθερώνουν ROS τα οποία αποτελούν σήμα για την 
στρατολόγηση κι άλλων αιμοπεταλίων στην περιοχή καθώς και λευκοκυττάρων. 
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    Β. Επιβλαβείς επιδράσεις 
 
     Οι ελεύθερες ρίζες προκαλούν την καταστροφή και την αλλοίωση βιολογικών 
μακρομορίων όπως τα λιπίδια οι πρωτεϊνες και τα νουκλεϊκά οξέα, μετά από 
οξείδωσή τους. Αυτό μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα μεταβολές στην κυτταρική 
σηματοδότηση και μπορεί να οδηγήσει στην προκληση χρόνιων και 
νευροεκφυλιστικών ασθενειών όπως το Parkinson και το Alzheimer , τη 
γήρανση, την αρτηριοσκλήρυνση αλλά και διάφορους τύπους καρκίνου. Η 
πρόκληση αυτών των ασθενειών οφείλεται στην υπερπαραγωγή ελευθέρων 
ριζών που επικρατεί έναντι των αντιοξειδωτικών μηχανισμών του οργανισμού 
και ονομάζεται οξειδωτικό στρες. 
 
 
 Εικόνα: Συνοπτική αναπαράσταση της δράσης των ROS 
1.3. ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΟ ΣΤΡΕΣ 
 
             Από το 1991 και την εισαγωγή του όρου ‘’οξειδωτικό στρές’’ από τον Sies 
πολλές εργασίες έχουν πραγματοποιηθεί προκειμένου να μελετηθεί η ενδιάμεση αυτή 
κατάσταση. Με τον όρο αυτό αναφερόμαστε στην ανισορροπία μεταξύ  των 
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ελευθέρων ριζών και της αντιοξειδωτικής άμυνας εις βάρος της δεύτερης. Μπορεί να 
προέλθει από διάφορους ενδογενείς ή εξωγενείς παράγοντες και προκαλεί βλάβες στη 
λειτουργία του κυττάρου και εν συνεχεία το θάνατό του, ανάλογα με την βαρύτητα του 
φαινομένου. Η ανισορροπία μεταξυ της παραγωγής ελευθέρων ριζών και της 
αντιοξειδωτικής άμυνας του οργανισμού μπορεί να οφείλεται είτε στην αυξημένη 
παραγωγή ελευθέρων ριζών είτε στα μειωμένα επίπεδα αντιοξειδωτικών και οδηγεί 
σε μια οξειδωτική κατάσταση που έχει συσχετιστεί με παθολογικές καταστάσεις 
στον οργανισμό όπως διαφοροι τύποι καρκίνων και νευροεκφυλιστικές ασθένεις 
(πχ Altzheimer) (Gaki & Papavassiliou, 2014; Holguin, 2013; Wang et al., 2014). 
Το οξειδωτικό στρες μπορεί επίσης να αυξηθεί και κάτω απο φυσιολογικές 
συνθήκες όπως η σωματική άσκηση.   
      Οι επιπτώσεις του οξειδωτικού στρες εξαρτώνται από την έκταση των 
μεταβολών αυτών. Το κύτταρο είναι ικανό να ανακτήσει την αρχική του 
κατάσταση μετά από περιορισμένη οξειδωτική βλάβη. Σοβαρότερες διαταραχές, 
ωστόσο οδηγούν στον κυτταρικό θάνατο, είτε με τη διαδικασία της απόπτωσης, 
είτε με άμεση κυτταρική νέκρωση. 
      Ακόμη αρκετά ένζυμα είναι γνωστό ότι έχουν αντιοξειδωτικές ιδιότητες, όπως 
η τρανσφεράση γλουταθειόνης-S και οι αφυδρογονάσες αλδεϋδών. Ως 
αντιοξειδωτικές ενώσεις χαρακτηρίζονται μόρια που αντιδρούν με τις ελεύθερες 
ρίζες και τις καθιστούν ακίνδυνες. Οι βιταμίνες A, D και E, καθώς και 
διάφορα φυτοχημικά, όπως οι φαινόλες, οι πολυφαινόλες και τα φλαβονοειδή 
που εν δυνάμει εξουδετερώνουν ελευθέρων ριζών, μειώνουν τον κίνδυνο 
εμφάνισης πολλών χρόνιων εκφυλιστικών νοσημάτων. 
     Στις επιπτώσεις της πρόκλησης του οξειδωτικού στρες συμπεριλαμβάνεται η 
μείωση των αμυντικών συστημάτων του οργανισμού και η οξείδωση μορίων 
όπως λιπίδια, πρωτεϊνες, υδατάνθρακες και DNA. Επίσης πρωτεϊνες που 
περιέχουν αμινοξέα αντιδρούν πιο εύκολα με τις ελεύθερες ρίζες με αποτέλεσμα 
τη μεταβολή της δομής και της λειτουργίας τους (Lyras, Cairns, Jenner, Jenner, & 
Halliwell, 1997). Στην περίπτωση του DNA, οι ελεύθερες ρίζες προκαλούν βλάβες 
τόσο στις βάσεις (πουρίνες, πυριμιδίνες, όσο και στην D-ριβόζη του μορίου). Στα 
λιπίδια οι ελεύθερες ρίζες προκαλούν υπεροξείδωση που σχετίζεται με τη 
γήρανση, τον καρκίνο και την αθηροσκλήρυνση (B Halliwell, 1994). 
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Εικόνα: Οξειδωτικό στρες και επιδράσεις του 
 
1.3.1 Eπιπτώσεις οξειδωτικού στρες στα βιομόρια 
 
       Η πρόκληση οξειδωτικού στρες μπορεί να οδηγήσει σε βλάβες σε όλα τα 
βιομόρια (DNA, πρωτεΐνες και λιπίδια). Ταυτόχρονα μπορουν να επηρεάσουν 
σηματοδοτικά μονοπάτια του κυττάρου αλλάζοντας έτσι την σηματοδότηση 
φαινόμενο το οποίο μπορεί να οδηγήσει μέχρι και στο κυτταρικό θάνατο. 
       Όσον αφορά τον κυτταρικό θάνατο το κύτταρο οδηγείται εκεί σε περίπτωση 
εκτεταμένων βλαβών είτε μέσω της νέκρωσης είτε μέσω της απόπτωσης. 
Ιδιαίτερα, κατά τη νέκρωση, το κύτταρο διογκώνεται και διαρρηγνύεται 
απελευθερώνοντας το περιεχόμενό του στο περιβάλλον επηρεάζοντας και τα 
γειτονικά κύτταρα.  
1.3.1.1 Λιπίδια 
 
Όλες οι κυτταρικές μεμβράνες είναι ευάλωτες σε οξείδωση εξαιτίας των 
υψηλών συγκεντρώσεων σε ακόρεστα λιπαρά οξέα. Η υπεροξείδωση των 
λιπιδίων συμβαίνει σε τρία στάδια. Το πρώτο στάδιο περιλαμβάνει την επίθεση 
της ελεύθερης ρίζας, η οποία αποσπά ένα άτομο υδρογόνου από μια ομάδα 
μεθυλενίου στα λιπίδια. Η παρουσία ενός διπλού δεσμού γειτονικά της ομάδας 
μεθυλενίου εξασθενεί τον δεσμό μεταξύ των ατόμων υδρογόνου και άνθρακα 
έτσι ώστε να μπορεί να αποσπαστεί εύκολα από το μόριο. Μετά την απόσπαση 
του υδρογόνου το λιπαρό οξύ διατηρεί ένα ηλεκτρόνιο και σταθεροποιείται με 
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επαναδιευθέτηση της μοριακής δομής για να σχηματίσει ένα συζυγές διένιο. Όταν 
το οξυγόνο είναι σε επαρκή ποσότητα στο περιβάλλον, το λιπαρό οξύ θα 
αντιδράσει με αυτό για να σχηματίσει ROO· κατά τη διάρκεια της φάσης 
πολλαπλασιασμού. Αυτές οι ελεύθερες ρίζες είναι ικανές να αποσπάσουν κι άλλο 
άτομο υδρογόνου από ένα γειτονικό λιπαρό οξύ, το οποίο οδηγεί ξανά σε 
παραγωγή ριζών λιπαρών οξέων που υποβάλλονται στις ίδιες διαδικασίες- 
επαναδιευθέτηση και αλληλεπίδραση με οξυγόνο αντιδράσει με αυτό για να 
σχηματίσει ROO· κατά τη διάρκεια της φάσης πολλαπλασιασμού. Αυτές οι 
ελεύθερες ρίζες είναι ικανές να αποσπάσουν κι άλλο άτομο υδρογόνου από ένα 
γειτονικό λιπαρό οξύ, το οποίο οδηγεί ξανά σε παραγωγή ριζών λιπαρών οξέων 
που υποβάλλονται στις ίδιες διαδικασίες- επαναδιευθέτηση και αλληλεπίδραση 
με οξυγόνο (Halliwell & Gutteridge, 1999). 
 
Eικόνα: Διαδικασία λιπιδικής υπεροξείδωσης 
 
    1.3.1.2 DNA 
 
Το DNA είναι ένα πολύ σταθερό και προστατευμένο μόριο, ωστόσο τα ROS 
μπορούν να αλληλεπιδράσουν με αυτό προκαλώντας καταστροφές όπως η 
τροποποίηση των βάσεων και οι βλάβες στο σύστημα επιδιόρθωσης του DNA. 
Πιο συγκεκριμένα, η ρίζα υδροξυλίου (OH·) επιτίθεται στην γουανίνη στη θέση             
C-8 και σχηματίζει ένα οξειδωτικό προϊόν την 8-υδροξυγουανίνη (8-ΟHdG). 
Αλληλεπίδραση ανάμεσα στις πυριμιδίνες και στις ρίζες υδροξυλίου οδηγεί στο 
σχηματισμό υπεροξειδίου της θυμίνης, 5-ουρακίλης, γλυκολών της θυμίνης και 
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άλλων παρεμφερών προϊόντων (Ames, 1986; Dizdaroglu, Jaruga, Birincioglu, & 
Rodriguez, 2002; Helbock, Beckman, & Ames, 1999; Koppenol, 1998). 
 1.3.1.3 Πρωτεΐνες 
 
Η δομική μονάδα των πρωτεϊνών είναι τα αμινοξέα. Σε αυτά μπορούν να 
δράσουν οι υδροξυλικές ρίζες (ΟΗ) με συνέπεια να υπάρχει τροποποίηση στη 
δομή των πρωτεϊνών. Οι πρωτεΐνες γίνονται πιο ευαίσθητες στη πρωτεόλυση 
κυρίως όμως, χάνουν τη βασική τους λειτουργικότητα και ουσιαστικά το σκοπό 
για τον οποίο σχηματίστηκαν. 
Οι πρωτεΐνες υποβάλλονται σε άμεση και έμμεση καταστροφή μετά την 
αλληλεπίδραση με ROS όπως είναι οι αλλαγές στην τριτοταγή τους δομή, ο 
εκφυλισμός και ο θρυμματισμός τους. Οι επιπτώσεις της πρωτεϊνικής 
καταστροφής είναι η απώλεια της ενζυμικής λειτουργίας, οι αλλαγμένες 
κυτταρικές λειτουργίες όπως παραγωγή ενέργειας και οι αλλαγές στον τύπο και 
στο επίπεδο των κυτταρικών πρωτεϊνών. Τα αμινοξέα που είναι ευαίσθητα στην 
οξείδωση είναι η λυσίνη, η αργινίνη, η προλίνη, η θρεονίνη και τα καρβονυλικά 
παράγωγα. Τα τελευταία αποτελούν δείκτη οξείδωσης των πρωτεϊνών και 
ποσοτικοποίησης της πρωτεϊνικής καταστροφής. Επίσης, η αλβουμίνη, 
ανευρίσκεται στο πλάσμα, και αποτελεί δείκτη οξειδωτικού στρες μιας και 
δέχεται πολλές διαφορετικές τροποποιήσεις λόγω της οξείδωσης (Codoner-
Franch, Valls-Belles, Arilla-Codoner, & Alonso-Iglesias, 2011; Grune, Reinheckel, & 
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Eικόνα: Μηχανισμός πρωτεϊνικής οξείδωσης 
1.4 ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΚΑΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ 
 
Οι αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί του κυττάρου διακρίνονται σε ενζυμικούς 
και μη ενζυμικούς που ο ρόλος τους είναι να ελέγχουν ή να εξουδετερώνουν τη 
δράση των ελευθέρων ριζών. Γενικά, ως αντιοξειδωτικός παράγοντας ορίζεται 
μια ουσία η οποία όταν βρίσκεται σε χαμηλές συγκεντρώσεις επιβραδύνει ή 
εμποδίζει την οξείδωση αυτού του υποστρώματος. 
Η αντιοξειδωτική τους δράση επιτυγχάνεται με το σχηματισμό ριζών, με 
τη μετατροπή των ελευθέρων ριζών σε λιγότερο δραστικά μόρια και στο ρόλο 
τους στην επιδιόρθωση βλαβών που προκαλούνται από ελέυθερες ρίζες. 
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 Υπεροξειδική δισμουτάση (SOD) 
 
Πρόκειται για το πιο σημαντικό ισως ένζυμο του αντιοξειδωτικού 




2 O2·- +2H+   H2O2 + O2 
 
 Υπάρχουν διάφορες μορφές SOD στα βιολογικά συστήματα όπως η Cu-
SOD στο κυτταρόπλασμα, η Mn-SOD στα μιτοχόνδρια, η Cu,Zn-SOD στο 
εξωκυττάριο υγρό και η Fe-SOD στα βακτήρια και τα φυτά. 
 
 
                    ΕΝΖΥΜΙΚΟΙ 
 
 Υπεροξειδική  
δισμουτάση(SOD) 
 Καταλάση (CAT) 
 Υπεροξειδάση της 
γλουταθειόνης (GPX) 





 Βιταμίνη Ε 
 Βιταμίνη C 
 β-καροτένιο 
 γλουταθειόνη 
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Eικόνα: Μηχανισμός δράσης της SOD 
 
 Καταλάση (CAT) 
 
 
Η καταλάση  βρίσκεται  στα υπεροξειδιοσώματα.  Αυτά  παίζουν  ρόλο 
στην αποτοξίνωση   του   κυττάρου   χρησιμοποιώντας   οξυγόνο   και   
παράγοντας   Η2Ο2 (Antunes et al., 2002). Η καταλάση καταλύει την αντίδραση 
μετατροπής του Η2Ο2 σε Η2Ο και Ο2. 
 
2 H2O2 2 H2O+Ο2 
 
 
 Yπεροξειδάση της γλουταθειόνης ( GPX) 
 
 
Είναι ένα ένζυμο που βρίσκεται στα μιτοχόνδρια, το κυτταρόπλασμα αλλά 
και τον  εξωκυττάριο  χώρο.  Όπως  και  η  καταλάση,  έτσι  και  η  GPX  καταλύει  
την αντίδραση μετατροπής του Η2Ο2  σε Η2Ο και Ο2  χρησιμοποιώντας την 
ανηγμένη γλουταθειόνη.  Κατά  τη  διάρκεια  της  αντίδρασης  η  γλουταθειόνη  
οξειδώνεται (Antunes, Han, & Cadenas, 2002). 
GSH +2 H2O2 GSSG +2 H2O 
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 Αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR) 
 
Η GR καταλύει την αναγωγή της GSSG σε GSH κι έτσι διατηρεί τη 
φυσιολογική αναλογία GSSG:GSH στο εσωτερικό του κυττάρου. Η GR 
χρησιμοποιεί σαν  συνένζυμο  το  φλαβινο-αδενινο-δινουκλεοτίδιο  (FAD).  Το  
NADPH  ανάγει  το FAD, το οποίο μεταφέρει τα ηλεκτρόνιά του στη 
δισουλφιδική γέφυρα που συνδέει δύο μόρια οξειδωμένης γλουταθειόνης. Έτσι 
σχηματίζονται δυο σουλφυδρυλομάδες και δύο μόρια GSH. 
 Bιταμίνες Ε 
 
Είναι μια κατηγορία λιποδιαλυτών βιταμινών, που αποτελούνται από 
διάφορες τοκοφερόλες. Η πιο δραστική αλλά και πιο άφθονη είναι η α-
τοκοφερόλη. Βρίσκεται στην κυττοπλασματική αλλά και τη μιτοχονδριακή 
μεμβράνη και προστατεύει τα λιπίδια από   την   υπεροξείδωση,   που   
προκαλείται   από   τις   ελεύθερες   ρίζες.   Επίσης, προστατεύει από την 
οξείδωση την βιταμίνη Α (Halliwell & Gutteridge, 1998) 
 Βιταμίνη C 
 
 
  Η βιταμίνη C αποτελεί μια υδατοδιαλυτή βιταμίνη και είναι ένα 
απαραίτητο διατροφικό στοιχείο για τον άνθρωπο. Αποτελεί συμπαράγοντα σε 
αρκετές ενζυμικές αντιδράσεις ενώ παράλληλα έχει και ισχυρή αντιοξειδωτική 
δράση καθώς είναι δότης ηλεκτρονίων με τα οποία εξουδετερώνει ελεύθερες 
ρίζες. 
 Β- καροτένιο 
 
Πρόκειται για ένα λιποδιαλυτό μόριο που βρίσκεται στις κυτταρικές 
μεμβράνες και μπορεί να μετατραπεί σε βιταμίνη Α. Πιστεύεται ότι αδρανοποιεί 
τις ελεύθερες ρίζες περιορίζοντας έτσι την υπεροξείδωση των λιπιδίων. Παίζει 
σημαντικό ρόλο στην ενίσχυση του ανοσοποιητικού συστήματος ενώ επίσης 
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Θεωρείται απαραίτητο μέταλλο που συγκαταλέγεται στα ιχνοστοιχεία. 
Βοηθά στην πρόληψη των ασθενειών και λειτουργεί ως συμπαράγοντας της 
υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης. Με αυτόν τον τρόπο συμμετέχει στους 
αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς (Halliwell & Gutteridge, 1998) 
 Συνένζυμο Q10 
 
Το συνένζυμο Q10 αποτελεί βασικό συστατικό των ενζύμων της 
οξειδωτικής φωσφωρυλίωσης  κατά  την  παραγωγή  ATP.  Έχει  επίσης  ισχυρή  
αντιοξειδωτική δράση  και  βοηθά  στην  αναγέννηση  της  α-τοκοφερόλης  
(Halliwell  &  Gutteridge, 1998). 
 Ουρικό οξύ 
 
Το ουρικό οξύ αποτελεί  τελικό προϊόν του μεταβολισμού των πουρινών. 
Τα επίπεδα του στο πλάσμα του αίματος, αυξάνονται κατα τη διάρκεια της 
άσκησης και κατόπιν μπορεί να διαχυθεί στα μυϊκά κύτταρα . Έτσι με αυτό το 
μηχανισμό τα προστατεύει από τις ROS (Green & Fraser, 1988). 
1.4.2 ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΕΣ 
 Δράση των Πολυφαινολών 
 
Πρόκειται για μια μεγάλη οικογένεια φυσικών ενώσεων που συναντάμε 
ευρέως σε φυτικούς οργανισμούς.  Βρίσκονται σε αρκετά φρούτα και λαχανικά τα 
οποία είναι πλούσια σε διάφορες πολυφαινόλες. Χαρακτηριστικό παράδειγμα, 
αποτελεί η πολυφαινόλη ρεσβερατρόλη που βρίσκεται στη φλούδα των 
σταφυλιών και έχει σημαντική χημειοπροστατευτική και αντιοξειδωτική 
ικανότητα. Ο ρόλος της αφορά την μείωση της σύνθεσης των ελεύθερων ριζών, 
του κινδύνου φλεγμονής και την συχνότητα εμφάνισης μεταλλάξεων. Επίδραση 
ανάλογη της ρεσβερατρόλης, έχουν οι τανίνες και η κερκετίνη που επίσης 
αποτελούν συστατικά του σταφυλιού. 
Όσον αφορά την δομή τους, οι πολυφαινόλες είναι δευτερογενείς φυτικοί 
μεταβολίτες και απαρτίζουν μια μεγάλη και ετερογενή κατηγορία χημικών 
ενώσεων. Μάλιστα, οι ενώσεις αυτές υπολογίζεται ότι είναι περισσότερες από 
8000, όμως λίγες από αυτές είναι αντιοξειδωτικές. Όσον αφορά την δομή τους, 
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βασικό τους χαρακτηριστικό, αποτελεί η ύπαρξη του αρωματικού δακτυλίου του 
βενζολίου, στον οποίο συνδέονται  μία ή περισσότερες υδροξυλικές ομάδες.  
Ανάλογα με τον αριθμό των αρωματικών δακτυλίων και τις ομάδες που είναι 
συνδεδεμένες με αυτούς διακρίνονται σε: 
 Φλαβονοειδή 
 Πολυφαινολικά οξέα 
 Λιγνάνες 




Τα φλαβονοειδή αποτελούν μια μεγάλη κατηγορία οργανικών ενώσεων 
που είτε υπαρχουν ως μονομερή είτε πολυμερίζονται με άλλα φλαβονοειδή, 
σάκχαρα και μη φλαβονοειδή. Περιλαμβάνει περισσότερες από 5000 ενώσεις και 
χωρίζεται σε 13 υποκατηγορίες που προέρχονται από 6 κυρίως κατηγορίες: τις 
φλαβονόλες, τις φλαβόνες, τις ισοφλαβόνες, τις φλαβανόνες, τις ανθοκυανιδίνες 
και τις φλαβανόλες.  
Εμπεριέχονται σε όλα σχεδόν τα τρόφιμα φυτικής προέλευσης και ο ρόλος 
τους  έχει προστατευτικό ρόλο έναντι των βλαβών που προκαλούνται στα 
κύτταρα από τις ελεύθερες ρίζες. 
Επίσης τα φλαβονοειδή μπορεί να αντιδρούν με σάκχαρα όπως η D-
γλυκόζη, η L-ραμνόζη, η γαλακτόζη, η αραβινόζη και η λιγνίνη και σχηματίζουν 
γλυκοζυλιωμένες μορφές (Soleas, Diamandis, & Goldberg, 1997). 
Ωστόσο, τα φλαβονοειδή δεν είναι αμιγώς αντιοξειδωτικές ενώσεις αλλά 
παρουσιάζουν και προ-οξειδωτική δράση.  Αυτό το φαινόμενο εξηγείται με βάση 
την in vivo τοξικότητα ορισμένων φλαβονοειδών. Ακόμα και σε αυτή τη 
περίπτωση, η δράση τους μπορεί να είναι ωφέλιμη, δεδομένου ότι μια ήπιου 
βαθμού αύξηση του οξειδωτικού στρες θα ενεργοποιήσει ταυτόχρονα και την 




Βρίσκονται στο σέλινο(λουτεολίνη), στο κόκκινο πιπέρι (απιγενίνη), στο 
μαϊντανό, στα δημητριακά (κυρίως σε γλυκοσυλιωμένη μορφή) και στα 
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εσπεριδοειδή (κυρίως σε πολυμεθοξυλιωμένες μορφές) (Shams Ardekani, 
Khanavi, Hajimahmoodi, Jahangiri, & Hadjiakhoondi, 2010). 
 Φλαβανόλες 
 
Απαντώνται σε πολλά φρούτα( πορτοκάλια, βερύκοκα κ.α.) , στο κρασί 
αλλά και στο πράσινο τσάι.  Επίσης κύρια πηγή φλαβανολών είναι τα 
εσπεριδοειδή. Χαρακτηριστικό παράδειγμα της κατηγορίας αυτής είναι οι 
κατεχίνες και οι προκυανιδίνες. 
 Φλαβονόνες 
 
Απαντώνται κυρίως σε τομάτες, σε εσπεριδοειδή και σε αρωματικά φυτά 
όπως η μέντα (Tomás-Barberán & Clifford, 2000) 
 Φλαβονόλες 
 
Απαντώνται στις περισσότερες φυτικές τροφές που καταναλώνονται από 
τον άνθρωπο και οι κυριότερες πηγές είναι τα πράσσα, τα μπρόκολα, τα 
βατόμουρα, το τσάι και το κρασί. Η κυριότερη φλαβονόλη είναι η κερκιτίνη ενώ 
στην κατηγορία αυτή εντάσσονται επίσης η καμφερόλη, η μυρικετίνη και η 
φισετίνη (Manach et al., 2004).  
 Iσοφλαβόνες 
 
Απαντώνται κυρίως στη σόγια και τέτοιες είναι η γενιστεϊνη και η 
δαιδζεϊνη. Η δομή τους είναι παρόμοια των οιστρογόνων. Ασκούν 
καρδιοπροστατευτική δράση και σύμφωνα με μελέτες συμβάλλουν στη βελτίωση 
της λειτουργίας του ενδοθηλίου (Hall, Rimbach, & Williams, 2005). 
 Aνθοκυανιδίνες 
 
Απαντώνται στο κρασί, σε ορισμένα είδη δημητριακών και στα λαχανικά 
αλλά σε μεγαλύτερη συγκέντρωση βρίσκονται στα φρούτα (Clifford, 2000). Οι 
προ-ανθοκυανιδίνες φαίνεται να μειώνουν στον ορό του αίματος, τα επίπεδα της 
γλυκόζης, της γλυκοζυλιωμένης πρωτεΐνης καθώς και της ουρίας. Επίσης, 
συμβάλλουν στην καταστολή της παραγωγής των δραστικών μορφών οξυγόνου 
ενώ παράλληλα αυξάνουν το λόγο GSH/GSSG. Επιπλέον, επιδρούν στην 
υπερλιπιδαιμία, μειώνοντας σημαντικά τα επίπεδα των τριγλυκεριδίων, της 
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ολικής χοληστερόλης και των μη απαραίτητων λιπαρών οξέων. Οι 
προανθοκυανιδίνες (και συγκεκριμένα τα ολιγομερή αυτών) ασκούν 
προστατευτική δράση έναντι της υπεργλυκαιμίας και της υπερλιπιδαιμίας που 
παρουσιάζουν οι διαβητικοί ασθενείς (και του διαβήτη τύπου Ι και τύπου ΙΙ) και 
λειτουργούν ως ρυθμιστές σε φλεγμονώδεις καταστάσεις που προκαλούνται από 
το οξειδωτικό στρες (Yiannakopoulou, 2013). Στις ανθοκυανιδίνες οφείλεται το 




Απαντώνται κυρίως στο κρασί και είδικά στο κόκκινο. Το σημαντικότερο 
μέλος τους είναι η ρεσβερατρόλη που αποτελείται από δυο αρωματικούς 
δακτυλίους ενωμένους με μια γέφυρα μεθυλενίου και βρίσκεται κυρίως στα 
σταφύλια και το κρασί. Eίναι πολύ καλά μελετημένη κατηγορία πολυφαινολών 
γιατί παρουσιάζει αντικαρκινική δράση (Soleas et al., 1997). 
 Πολυφαινολικά οξέα 
 
Απαντώνται κυρίως στα φυτά και τα κυριότερα μέλη τους είναι το καφεϊκό 
οξύ, το κουμαρικό οξύ και το φερουλικό οξύ. Είναι η δεύτερη μεγαλύτερη 
κατηγορία πολυφαινολών μετά τα φλαβονοειδή και είναι παράγωγα του 
υδροξυβενζοϊκού και του υδροξυκινναμικού οξέος (Clifford, 2000). 
Το καφεϊκό οξύ, γενικά, είναι το πιο κοινό πολυφαινολικό οξύ και 
αντιπροσωπεύει το 75-100% των συνολικών υδροξυκινναμικών οξέων που 
υπάρχουν στα περισσότερα φυτά. Το φερουλικό οξύ είναι το πιο άφθονο 
πολυφαινολικό οξύ των δημητριακών σπόρων, που αποτελούν και την κύρια 
πηγή πρόσληψής του από τον άνθρωπο(Lempereur, Rouau, & Abecassis, 1997) . 
To καφεϊκό οξύ και το κουινικό οξύ σχηματίζουν το χλωρογενικό οξύ που 
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Τάξη των φλαβονοειδών 
Γενική χημική δομή 
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Επίσης στον κάτωθι πίνακα παρουσιάζονται οι χημικές δομές των 
πολυφαινολικών οξέων:  
 






















R1 ΟΗ ΟΗ R1 ΟΗ ΟΗ OCH3 
R2 ΟΗ ΟΗ R2 - ΟΗ OH 
R3 ΟΗ Η     
 




Παρόλο που η σημασία των πολυφαινολών είναι εξαιρετικά μεγάλη, η 
αξιολόγηση των φυσιολογικών επιδράσεων συγκεκριμένων φυσικών φαινολικών 
αντιοξειδωτικών είναι εξίσου δύσκολη. Αυτό συμβαίνει εξαιτίας του γεγονότος ότι 
υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός από συστατικά που ενδεχομένως να έχουν 
αντιοξειδωτικές ιδιότητες και περιέχονται στο ίδιο τρόφιμο. Για παράδειγμα, 
πάνω από εξήντα διαφορετικά χημικά φλαβονοειδή περιέχονται στο κόκκινο 
κρασί. Αν και έχει διεξαχθεί ένας μεγάλος αριθμός πειραμάτων σχετικά με τα 
οφέλη των τροφίμων πλούσιων σε πολυφαινόλες, για το οξειδωτικό στρες και τις 
υπερλιπιδαιμίες, εν τούτοις τα αποτελέσματα που προκύπτουν θα 
χαρακτηρίζονταν ασαφή. Ωστόσο, τα συνεπέστερα ευρήματα ερευνών αφορούν 
το γεγονός ότι οι πολυφαινόλες δρουν ευεργετικά στην ενδοθηλιακή λειτουργία 




Το σταφύλι απο αρχαιοτάτων χρόνων θεωρείται ένας ευεργετικός 
παράγοντας για την υγεία υψηλής θρεπτικής και θεραπευτικής αξίας καθώς τόσο 
οι Έλληνες όσο και οι Αιγύπτιοι, εγκωμίαζαν τη θεραπευτική του δράση και 
ιδιαίτερα τον χυμό σταφυλιών που συνήθως καταναλώνονταν με τη μορφή 
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οίνου. Επίσης θεραπευτές στην Ευρώπη έχουν χρησιμοποιήσει τους χυμούς των 
αμπελιών για θεραπείες ασθενειών του δέρματος και των ματιών,  ενω έχουν 
χρησιμοποιηθεί νωπά σταφύλια για να ανακουφίσουν τον πονόλαιμο και 
αποξηραμένα σταφύλια για για τη δυσκοιλιότητα και τη δίψα. Ένα ακόμα 
κλασσικό παράδειγμα της σύγχρονης εποχής που καταδεικνύει την ευεργετική 
επίδραση του σταφυλιού είναι το λεγόμενο « Γαλλικό παράδοξο». Σύμφωνα 
λοιπόν με αυτό, οι Γάλλοι εμφανίζουν μειωμένη συχνότητα καρδιοπαθειών, 
παρόλο που καταναλώνουν τροφές πλούσιες σε λιπαρά. Σύμφωνα με τους Renaud 
και de Lorgeril (1992) (Renaud & de Lorgeril, 1992), οι ποσότητες κρασιού που 
καταναλώνουν οι Γάλλοι, βοηθούν στην αποφυγή εμφάνισης τέτοιων παθήσεων. 
Τα σταφύλια διαχωρίζονται σε διάφορες ποικιλίες οι οποίες είναι δυνατόν να 
διαθέτουν διαφορετικό χρώμα όπως κόκκινο, κίτρινο αλλά και μαύρο (σκούρο 
κόκκινο). Ωστόσο, όλες ανεξαιρέτως διαθέτουν ωφέλιμες ουσίες για τον 
οργανισμό (βιταμίνες Α, Β και C) ενω στις κόκκινες κυρίως ποικιλίες ανιχνεύονται 
πολλές φαινολικές ενώσεις . Αυτές περιλαμβάνουν κυρίως τις ανθοκυανίνες, τα 
φλαβονοειδή,  τα στιλβένια (ρεσβερατρόλη) και τα φαινολικά οξέα. Οι 
ανθοκυανίνες είναι χρωστικές ουσίες, και υπάρχουν κυρίως στη φλούδα των 
σταφυλιών, είναι αρμόδιες για το χρώμα των φρούτων και είναι οι 
σημαντικότερες φαινολικές ενώσεις στο σπόρο και τη φλούδα των σταφυλιών. Η 
σάρκα δεν περιέχει ανθοκυανίνες. Τα φλαβονοειδή (π.χ. προ-ανθοκυανίνες) 
απαντώνται ευρέως στα σταφύλια και ειδικά στις ρόγες σταφυλιού και στους 
μίσχους. Η ποσότητα, η δομή, και ο βαθμός πολυμερισμού των προ-
ανθοκυανινών των σταφυλιών διαφέρει και εξαρτάται κυρίως από τον ιστό του 
σταφυλιού (Xia, Deng, Guo, & Li, 2010). Στα σταφύλια, τα πολυφαινολικά οξέα 
αποθηκεύονται κυρίως στα χυμοτόπια των κυττάρων. 
Το συνολικό φαινολικό περιεχόμενο των σταφυλιών ποικίλει ανάλογα με: 
 την εδαφολογική σύνθεση 
 το κλίμα 
 τις μεθόδους καλλιέργειας 
 την ποικιλία 
 τη γεωγραφική προέλευση 
 πιθανές ασθένειες                      (Xia et al., 2010) 
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Tα τελευταία χρόνια το ενδιαφέρον για τη μελέτη των φαινολικών ενώσεων 
ολοένα και αυξάνεται κυρίως λόγω των βιολογικών ιδιοτήτων (αντιοξειδωτικές, 
αντικαρκινικές, καρδιοπροστατευτικές, αντιγηραντικές και αντιμικροβιακές) που 
αυτές παρουσιάζουν και συνδεόνται με πιθανά οφέλη για την υγεία του 
ανθρώπου. 
Όσον αφορά τις αντιοξειδωτικές τους ιδιότητες χαρακτηριστικό παράδειγμα 
αποτελεί η προστευτική δράση που ασκεί ο χυμός σταφυλιού έναντι των 
καρδιαγγειακών παθήσεων ενώ  τα εκχυλίσματα σταφυλιών προστατεύουν τις 
κυτταρικές μεμβράνες από το οξειδωτικό στρες (Xia et al., 2010).  
Ωστόσο παρόλο που τα εκχυλίσματα σταφυλιών έχουν μελετηθεί ευρέως 
λόγω των ευεργετικών τους επιδράσεων στην ανθρώπινη υγεία,  λίγες μόνο 
μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί που να αφορουν τις θετικές επιδράσεις των 
εκχυλισμάτων από τα επιμέρους στελέχη του σταφυλιού. Όλα τα εκχυλίσματα 
των στελεχών του σταφυλιού μπορούν και αναστέλλουν την επιζήμια δράση των 
ΟΗ- και ROO- στο DNA. 
Τα τελευταία χρόνια, σε μια σειρά από in vitro και in vivo μελέτες σε διάφορες 
ελληνικές ποικιλίες σταφυλιών διερευνήθηκε η δραστικότητα των ενζύμων που 
εμπλέκονται στη ρύθμιση του οξειδωτικού στρες, δηλαδή της οξειδάση της 
ξανθίνης (ΧΟ), της καταλάσης (CAT) και της δισμουτάσης του υπεροξειδίου 
(SOD). Τα αποτέλεσμα έδειξαν την ύπαρξη αντιοξειδωτικής δράση της SOD ενώ η 
ΧΟ και η CAT φαίνεται ότι λειτουργούν ως προ-οξειδωτικά. Τα εκχυλίσματα 
φάνηκε να ασκούν προ-οξειδωτική δράση η οποία πιθανώς να εξαρτάται τόσο 
από τη σύνθεση όσο και από τη συγκέντρωση πολυφαινολικών συστατικών που 
περιέχουν (Spanou et al., 2011). 
Επίσης, μελέτες έχουν υποστηρίξει την αντικαρκινική δράση των 
εκχυλισμάτων σταφυλιών έναντι διαφόρων τύπων καρκίνου, όπως ο καρκίνος 
του μαστού, του πνεύμονα και του στομάχου. Αυτή η ιδιότητα οφείλεται κυρίως 
στις φυτικές πολυφαινόλες που εντοπίζονται στα σταφύλια. Οι πολυφαινόλες οι 
οποίες απαντώνται σε αφθονία στα εκχυλίσματα ελληνικών ποικιλιών 
σταφυλιού, ήταν ισχυροί αναστολείς της τοποϊσομεράσης Ι, (που δείχνει ότι η 
αναστολή αυτού του ενζύμου μπορεί να αποτελεί ένα μηχανισμό για την 
αντικαρκινική δράση των ενώσεων αυτών). Επιπλέον, τα εκχυλίσματα 
σταφυλιού ανέστειλαν τη μιτομυκίνη C (αναστέλλει τη διαίρεση του DNA με το 
σχηματισμό συμπλόκου με αυτό, ασκώντας έτσι αντικαρκινική δράση), γεγονός 
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που υποδηλώνει ότι θα μπορούσαν να εμποδίζουν βλάβες από τις ROS στο DNA. 
Οι φυτικές πολυφαινόλες ενισχύουν τη μιτομυκίνη C που δρα ως προοξειδωτικό 
(Stagos et al., 2005).  
Eπιπροσθέτως, in vivo και in vitro μελέτες απέδειξαν ότι τα εκχυλίσματα 
σταφυλιών μπορούν να δράσουν αποτρέποντας την εξέλιξη της καρκινογένεσης. 
H αντι-μεταλλαξιογόνος δράση των εκχυλισμάτων από τις ελληνικές ποικιλίες 
σταφυλιών του είδους Vitis vinifera, εκτιμήθηκε ως ένας πιθανός 
χημειοπροστατευτικός μηχανισμός, ενάντια στις επιζήμιες βλάβες στο DNA. Οι 
δύο ποικιλίες σταφυλιών ήταν Ασύρτικο και Μανδηλαριά (ποικιλίες με τις οποίες 
ασχοληθήκαμε και στην παρούσα διπλωματική εργασία), ενώ οι οξειδωτικές 
ουσίες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν η μπλεομυκίνης (BLM) και το υπεροξείδιο 
του υδρογόνου (Η2Ο2). Σχεδόν όλα τα εκχυλίσματα έδειξαν να έχουν ανασταλτική 
δραστικότητα έναντι δύο μεταλλαξιογόνων. Συγκεκριμένα είτε δεν υποβαθμίζουν 
είτε δεν ενισχύουν τη δράση των μεταλλαξιογόνων παραγόντων. Αυτά τα 
αποτελέσματα υποδηλώνουν ότι η προστασία του DNA από μεταλλάξεις που 
προκαλούνται από ROS μπορεί να περιλαμβάνονται στους μηχανισμούς 
χημειοπροστατευτικής δράσης των εκχυλισμάτων σταφυλιών. Ωστόσο, φαίνεται 
ότι αυτή η προστατευτική δράση δε μπορεί να αποδοθεί στις πολυφαινόλες, αλλά 
μάλλον στη συνέργεια πολλών ενώσεων που περιέχονται στα σταφύλια (Stagos 
et al., 2006). Σε αυτό το σημείο θα πρέπει να επισημανθεί το ευρύτερο νόημα της 
έννοιας της χημειοπροφύλαξης, η οποία είναι συνιστώσα πολλών παραγόντων 
που αφορούν και στοχεύουν κυρίως στην πρόληψη με σκοπό την παρεμπόδιση 
εμφάνισης εκφυλιστικών παθήσεων (Stagos et al., 2005). 
Tέλος και όσον αφορά τη μελέτη της σύστασης του καρπού και των ευεργετικών 
του συνεπειών, το σταφύλι είναι πλούσιο σε βιταμίνες και οργανικά άλατα που 
απαιτούνται για την εύρωστη λειτουργία ενός οργανισμού. Η κατανάλωση του 
καρπού, επομένως, συντελεί στην ανανέωση και αναζωογόνηση των κυττάρων 
του οργανισμού, σε σύντομο χρονικό διάστημα. Τα ανανεωμένα αυτά κύτταρα, 
με την εναλλαγή της ύλης που πραγματοποιείται, αντικαθιστούν τα γερασμένα 
και φθαρμένα, αποκτούν νέα ζωτικότητα, ελαστικότητα κι ακμή. Αυτό το 
γεγονός έχει σαν αποτέλεσμα την ελευθέρωση των ιστών από τραχύτητα, των 
αρτηριών και των νεύρων από σκλήρυνση, ενώ επαναφέρεται η ευλυγισία των 
μυών. 
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1.6.1 Βόστρυχοι Σταφυλιών 
 
Στη συγκεκριμένη εργασία μελετήθηκαν τα εκχυλίσματα που προήλθαν 
από τους βόστρυχους διαφόρων ποικιλιών αμπέλου. Πιο συγκεκριμένα, οι 
βόστρυχοι αφενώς μεταφέρουν θρεπτικές ουσίες στους καρπούς και αφετέρου 
κρατάνε τις ράγες. Το βάρος των βόστρυχων αποτελεί συνήθως κατά μέσο όρο 
το 4% του συνολικού βάρους του σταφυλιού. Το υπόλοιπο μέρος του σταφυλιού 
ονομάζεται ράγες, οι οποίες και αποτελούν το εδώδιμο και οινοποιήσιμο τμήμα 
του σταφυλιού. 
1.6.1.1 Ποικιλία Μοσχόμαυρου 
 
Οι ράγες του Μοσχόμαυρου είναι μέσου μεγέθους, σφαιρικές, με φλοιό 
μέτρια παχύ, ανοικτού ερυθροϊώδους χρωματισμού και σάρκα άχρωμη, μαλακή, 
γλυκιά και ελαφρά αρωματική. Ξεκινά τη βλάστηση μέσα στο πρώτο 
δεκαπενθήμερο του Απρίλη και ωριμάζει μετά τα μέσα Σεπτέμβρη. Κάθε 
καρποφόρα κληματίδα φέρνει 2 σταφύλια, μέτρια ως μεγάλα, 350-400 γρ. 
κυλινδροκωνικά, πυκνόραγα.. Ποικιλία ζωηρή, παραγωγική, ανθεκτική στην 
ξηρασία ευαίσθητη στις ασθένειες. Πρόκειται για σταφύλια μέτρια με φλοιό 
ερυθροϊώδη που θυμίζουν κόκκινα φρούτα, μοσχάτο σταφύλι, φραγκοστάφυλο, 
ύρτιλα και γαρίφαλο. 
1.6.1.2 Ποικιλία Μανδηλαριάς 
 
Η ποικιλία Μανδηλαριά είναι µια από τις πλέον βαθύχρωµες ελληνικές 
ποικιλίες αµπέλου. Καλλιεργείται στην Πάρο, όπου καταλαµβάνει το 80% των 
εκτάσεων των αµπελώνων, στη Θήρα, όπου καταλαµβάνει το 20% των 
εκτάσεων, στην Κρήτη, στην Εύβοια, στη Βοιωτία και στην Αττική, σε έκταση 
που ξεπερνάει τα 15.000στρ. Είναι γνωστή και ως Μανδηλάρι, Μαντηλάρι, 
Κουντούρα µαύρη, ∆ουµπραίνα µαύρη και Αµοργιανό. Ακόµη, µε το συνώνυµο 
Παριανό αναφέρεται ο πλέον αξιόλογος κλώνος της ποικιλίας που υπερτερεί 
έναντι όλων των άλλων στην περιεκτικότητα σε ανθοκυάνες, φαινόλες, σάκχαρα 
και οξύτητα, ενώ παρουσιάζει και σηµαντικές αµπελογραφικές διαφορές που 
αφορούν το σχήµα, το µέγεθος και την πυκνότητα. Ο τρύγος πραγματοποιείται 
στα μέσα Σεπτεμβρίου, ενώ το κρασί που δίνει είναι ερυθρό, σχετικά  
χαμηλόβαθμο και πλούσιο σε χρώμα και ταννίνες. 
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1.6.1.3 Ποικιλία Μαυροτράγανου 
 
Αποτελεί μια από τις πιο σημαντικές και εκλεκτές ερυθρές ποικιλίες των 
Κυκλάδων αν και κυρίως η χρήση της είναι συνιστώμενη στο νησί της 
Σαντορίνης. Τα τελευταία χρόνια καλλιεργείται με επιτυχία και στη Μακεδονία. 
Είναι μια ιδιαίτερα πρώιμη ποικιλία και μέτρια παραγωγική ενώ ο μούστος της 
έχει υψηλή περιεκτικότητα σε σάκχαρα και υψηλή οξύτητα. Το κρασί από 
Μαυροτράγανο είναι πολύ βαθύχρωμο, έχει διακριτικό άρωμα και πλούσια γεύση 
ενώ επίσης άξια αναφοράς κρίνεται η σημαντική δυνατότητα παλαίωσης του. 
1.7 ΕΝΔΟΘΥΛΙΑΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΤΗΣ ΣΕΙΡΑΣ EA.hy926 
 
Στη συγκεκριμένη διπλωματική διατριβή τα εκχυλίσματα αμπέλου των 
ποικιλιών Μαυροτράγανου, Μοσχόμαυρου και Μανδηλαριάς χρησιμοποιήθηκαν 
σε ενδοθηλιακά κύτταρα της σειράς EA.hy926 με σκοπό να εξεταστεί η 
αντιοξειδωτική τους ικανότητα. Γενικά, τα ενδοθηλιακά κύτταρα είναι 
πολυλειτουργικά, πεπλατυσμένα επιθηλιακά κύτταρα με υψηλή εξειδίκευση, τα 
οποία έρχονται σε επαφή με το αίμα. Διασυνδέονται με συναπτικά συμπλέγματα 
και φέρουν πολλά πινοκυτταρικά κυστίδια. Στο κυτταρόπλασμά τους 
αναγνωρίζονται λίγα οργανίδια (συσκευή Golgi, ΑΕΔ, μιτοχόνδρια και ελεύθερα 
ριβοσώματα), ενδιάμεσα νημάτια βιμεντίνης και άφθονα μικρονημάτια.  
Η κυτταρική σειρά EAhy926 δημιουργήθηκε μέσω υβριδισμού 
ανθρωπίνων ενδοθηλιακών κυττάρων ομφάλιου λώρου. Από αυτή τη διαδικασία 
προέκυψε μια κυτταρική σειρά που διαθέτει πολλές ιδιότητες από το αγγειακό 
ενδοθήλιο, όπως η έκφραση του παράγοντα Von Willebrand, παράγοντα πήξης 
VIII (αντι-αιμοφιλικός παράγοντας), ενεργοποιητή πλασμινογόνου ιστού, και 
θρομβομοντουλίνη. Τα κύτταρα EAhy926 αναπτύσσονται με ταχείς ρυθμούς σε 
καλλιέργεια που δεν απαιτεί ιδιαίτερους παράγοντες ανάπτυξης. Έχουν ένα 
μοναδικό χρωμοσωμικό δείκτη που καθιστά εύκολη την ταυτοποίηση τους. Αυτά 
τα χαρακτηριστικά καθιστούν τα κύτταρα αυτά ως ένα ιδανικό πρότυπο 
σύστημα για ανθρωπίνων ενδοθηλιακών κυττάρων. Επιπλέον, μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν στον προσδιορισμό και την ανάλυση των ενώσεων για 
παθήσεις που συνδέονται με το ενδοθηλιακό σύστημα όπως: υψηλή / χαμηλή 
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πίεση του αίματος, την πήξη του αίματος, αρτηριοσκλήρωση, την αγγειογένεση 











Εικόνα: Kύτταρα EA.hy926 σε οπτικό μικροσκόπιο 
1.7.1  Σύσταση σταφυλιών 
 
Κατά τη διάρκεια της παρούσας εργασίας χρησιμοποιήηκαν εκχυλίσματα 
από βόστρυχους από τις ποικιλίες Μοσχόμαυρο, Μανδηλαριά και Μαυροτράγανο. 
Τα εκχυλίσματα λήφθηκαν από το Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών και η 














Πίνακας 3: Σύσταση των εκχυλισμάτων βόστρυχων σταφυλιών 
 Μαυροτραγανο Μανδηλαριά Μοσχόμαυρο 
Γαλλικό οξύ 11.48 26.96 7.39 
Συριγγικό οξύ 17.44 13.6 15.98 
Καφεϊκό οξύ 0.54 2.32 0.64 
Κατεχίνη 12.18 12.49 8.49 
Επικατεχίνη 19.13 9.83 12.63 
π-κουμαρικό 
οξύ 
0.75 1.31 0.6 
Φερουλικό οξύ 3.59 4.1 0.97 
Ρουτίνη 15.93 12.06 14.81 
trans-
ρεσβερατρόλη 
9.09 21.43 5.97 
Κερκετίνη 3.94 17.33 8.01 
Καμφερόλη 0.74 3.63 1.83 




317 378.5 373.5 
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1.7.2  Oξειδωτικό στρες και ενδοθήλιο 
 
Μελέτες έχουν αποδείξει ότι το οξειδωτικό στρες που προκαλείται από βλάβη 
του αγγειακού ενδοθηλίου μπορεί να οδηγήσει στην ανάπτυξη διαφόρων 
ασθενειών (Deanfield, Halcox, & Rabelink, 2007). Πιο συγκεκριμένα, η εμφάνιση 
οξειδοαναγωγικής ανισορροπίας στα ενδοθηλιακά κύτταρα οδηγεί σε έκφραση 
μορίων κυτταρικής προσκόλλησης, γεγονός που συσχετίζει το οξειδωτικό στρες 
με οξείες και χρόνιες φάσεις προσκόλλησης λευκοκυττάρων στο ενδοθήλιο 
(Hazel & Muller, 2001; Kokura, Wolf, Yoshikawa, Granger, & Aw, 1999). Έχει 
επίσης δειχθεί ότι η αλληλεπίδραση μεταξύ των ROS και του μονοξειδίου του 
αζώτου (ΝΟ) πυροδοτεί έναν φαύλο κύκλο, γεγονός που οδηγεί σε περαιτέρω 
ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων καθώς και φλεγμονή (Deanfield et 
al., 2007). Επιπλέον, δραστικές μορφές οξυγόνου, όπως το H2O2 μπορούν  να 
διαχυθούν στα ενδοθηλιακά κύτταρα αντιδρώντας με ομάδες κυστεΐνης στις 
πρωτεΐνες τροποποιώντας έτσι τη λειτουργία τους (Rhee, 2006). Έτσι, υπό 
καταστάσεις οξειδωτικού στρες, τα ενδοθηλιακά κύτταρα μπορεί να χάσουν την 
ακεραιότητα τους αλλά και την πρόοδο για γήρανση (Woywodt, Bahlmann, De 
Groot, Haller, & Haubitz, 2002). 
2. ΣΚΟΠΟΣ 
 
O σκοπός της συγκεκριμένης εργασίας ήταν η μελέτη και ο προσδιορισμός 
της αντιοξειδωτικής ικανότητας σε ενδοθηλιακά κύτταρα τύπου EA.hy926, μετά 
την προσθήκη εκχυλισμάτων από βόστρυχους αμπέλου των ποικιλιών 
Μανδηλαριά, Μοσχόμαυρο και Μαυροτράγανο. Μετά την καλλιέργεια των 
κυττάρων ακολουθούσε η προσθήκη των εκχυλισμάτων και κατόπιν με τη χρήση 
πραγματοποιήθηκε ο προσδιορισμός των δεικτών οξειδωτικού στρες. Κύριος 
σκοπός της εργασίας ήταν να μελετηθεί κατά πόσο το εκχύλισμα μπορεί να 
βελτιώσει την οξειδοαναγωγική κατάσταση των κυττάρων με απώτερο σκοπό 
την δημιουργία συμπληρωμάτων διατροφής ή τροφίμων εμπλουτισμένων με 
εκχύλισμα που να μπορούν να χρησημοποιηθούν από τον άνθρωπο για την 
βελτίωση της υγείας του. 
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3. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ  
 
3.1.1 Καλλιέργεια κυττάρων 
          
Τα ενδοθηλιακά κύτταρα της σειράς EA.hy926 αναπτύχθηκαν σε φλάσκες 
καλλιέργειας κυττάρων των 75 cm2  με θρεπτικό υλικό 10ml DMEM ( Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium), το οποίο ήταν εμπλουτισμένο με 10% FBS (Fetal Bovine 
Serum), 1% L-γλουταμίνη και 1% διάλυμα πενικιλίνης σε επωαστικό κλίβανο, 
όπου η θερμοκρασία ήταν στους 37οC και το  CO2 5%. 
Τα κύτταρα αναπτύσσονταν στο θρεπτικό υλικό μέχρι η επιφάνεια της 
φλάσκας να καλυφθεί κατά 70-80% με αυτά. Kατόπιν γίνονταν 
επανακαλλιέργεια των κυττάρων 1:5 με αφαίρεση θρεπτικού υλικού και ξέπλυμα 
με PBS (Phosphate buffer saline) σε pH=7,4 , χρησιμοποιώντας τρυψίνη (1 mL) 
για την αποκόλλησή τους από τη φλάσκα και στη συνέχεια επαναιώρηση των 
αποκολλημένων κυττάρων σε θρεπτικό υλικό με 10% FBS. 
Κατά την προσθήκη των εκχυλισμάτων χρησιμοποιήθηκε θρεπτικό υλικό 
το οποίο περιείχε  DMEM, 1% L-γλουταμίνη και 1% διάλυμα πενικιλίνης και δεν 
περιείχε FBS.  
  
 
3.1.2 Xρωματομετρική δοκιμή ΧΤΤ 
 
Για τον προσδιορισμό της επίδρασης των εκχυλισμάτων στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα ΕΑ,hy926, χρησιμοποιήθηκε το kit XTT assay της εταιρείας Roche. 
Η μέθοδος XTT αποτελεί μια χρωματομετρική δοκιμή για τη μη 
ραδιενεργή ποσοτικοποίηση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της 
βιωσιμότητας των κυττάρων. Βασίζεται στον μεταβολισμό του τετραμμωνιακού 
άλατος (XTT) από μιτοχονδριακές δεϋδρογονάσες κυττάρων στον μεταβολίτη 
φορμαζάνη. Η φορμαζάνη είναι υδατοδιαλυτή, έχει πορτοκαλί χρώμα και 
απορροφά στα 450-500 nm και έτσι μπορεί να προσδιοριστεί με 
φασματοφωτομέτρηση. Μείωση του αριθμού των ζώντων κυττάρων οδηγεί σε 
μειωμένο μεταβολισμό του τετραμμωνιακού άλατος και συνεπώς σε μειωμένη 
απορρόφηση. 
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Μετά την αποκόλληση των κυττάρων με τρυψίνη 0,25% και την 
επαναιώρησή τους σε θρεπτικό υλικό με 10% FBS, γινόταν μέτρησή τους με τη 
βοήθεια αντικειμενοφόρου πλάκας Νeubauer. Στη συνέχεια, προστίθονταν 
10000 κύτταρα/θέση  σε ένα τριβλίο με 96 θέσεις (96-well plate). Στα κύτταρα 
προστίθονταν θρεπτικό υλικό με 10%  FBS (Fetal Bovine Saline) και 
ακολουθούσε επώαση για 24 ώρες στους 370C και σε 5% CO2 προκειμένου να 
προσκολληθούν στον πάτο του τριβλίου καλλιέργειας. Μετά το πέρας της 
επώασης το θρεπτικό υλικό αφαιρούνταν και ακολουθούσε προσθήκη 
διαφορετικών συγκεντρώσεων του εκχυλίσματος από στέμφυλα σε θρεπτικό 
υλικό χωρίς FBS (ώστε να αποφευχθεί η αλληλεπίδραση των συστατικών του 
FBS με το εκχύλισμα) συνολικού όγκου 100 μl. Τα κύτταρα στα οποία είχαμε 
προσθέσει τις διαφορετικές συγκεντρώσεις εκχυλίσματος, επωάζονταν για 24 
ώρες. Μετά την επώαση προστίθονταν 50 μl από το αντιδραστήριο ΧΤΤ σε κάθε 
θέση του 96-well plate  και ακολουθούσε επώαση για 4 ώρες. Αξίζει να σημειωθεί 
ότι το αντιδραστήριο ΧΤΤ πρέπει να έχει αναλογία 50:1 μεταξύ των 
αντιδραστηρίων Α και Β από τα οποία αποτελείται το kit. Η προετοιμασία του 
αντιδραστηρίου, προκειμένου να υπάρχει η επιθυμητή αναλογία μεταξύ των Α 
και Β, γίνεται πάντα πριν τη χρησιμοποίησή του. Σε κάθε πείραμα 
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χρησιμοποιήθηκαν και δείγματα ως αρνητικοί μάρτυρες, τα οποία περιείχαν μόνο 
κύτταρα και όχι ΧΤΤ reagent. Επίσης, χρησιμοποιήθηκαν και δείγματα μάρτυρες 
που περιείχαν το εκχύλισμα και ΧΤΤ, χωρίς όμως να περιέχουν και κύτταρα, 
προκειμένου να παρατηρηθεί αν η συγκέντρωση του εκχυλίσματος επηρεάζει την 
τιμή της απορρόφησης. Μετά την τετράωρη επώαση προσδιορίζεται η 
απορρόφηση στα 450 nm με φασματοφωτόμετρο ELISA plate reader (Biotek) και 
τη χρήση του λογισμικού Gen5 (Biotek). Η εξέταση του εκχυλίσματος έγινε σε 
τρία διαφορετικά πειράματα και στο κάθε πείραμα η κάθε συγκέντρωση 
εξεταζόταν με τριπλές επαναλήψεις. Η % αναστολή στην κυτταρική αύξηση των 
ενδοθηλιακων κυττάρων ΕΑ.hy926 που προκλήθηκε από τα εκχυλίσματα, 
υπολογίστηκε από τον τύπο: 
 
% αναστολή = [(O.D.αρνητικού μάρτυρα–O.D.δείγματος)/O.D.αρνητικού μάρτυρα] Χ 100 
 
Από τις απορροφήσεις που συλλέξαμε στα 450nm, υπολογίσαμε την % αναστολή 
της κυτταρικής αύξησης. Η % βιωσιμότητα, αποτελεί την αντίθετη τιμή της % 
αναστολής. Με βάση τις τιμές της % βιωσιμότητας που βρήκαμε, φτιάξαμε τα 
αντίστοιχα διαγράμματα για κάθε ένα από τα οκτώ εκχυλίσματά μας, με τον 
άξονα των x να δείχνει την % βιωσιμότητα και τον άξονα των y με τις 
συγκεντρώσεις των εκχυλισμάτων, όπως παρουσιάζονται παρακάτω στα 
διαγράμματα 1-3. 
 
3.1.3 Προσδιορισμός του συνολικού πολυφαινολικού περιεχομένου 
μέσω του αντιδραστηρίου Folin- Ciocalteau 
 
H μέθοδος βασίζεται σε μια χρωματογραφική οξειδοαναγωγική αντίδραση 
με την οποία προσδιορίζεται το συνολικό φαινολικό περιεχόμενο μέσω του 
αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteau (FC) (Vermerris&Nicholson,2006; 
Singleton&Rossi,1965). 
Το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteau είναι διάλυμα σύνθετων πολυμερών 
ιόντων που σχηματίζονται από φωσφομολυβδαινικά και φωσφοβολφραμικά 
ετεροπολυμερή οξέα. Οξειδώνει τα φαινολικά ιόντα με ταυτόχρονη αναγωγή των 
ετεροπολυμερών οξέων. 
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Το προϊόν είναι σύμπλεγμα μολυβδαινίου – βολφραμίου (Μο-W) 
χαρακτηριστικής μπλε χρώσης που απορροφά στο ορατό φάσμα σε μήκος 
κύματος 765 nm. Η αλκαλικότητα ρυθμίζεται με κορεσμένο διάλυμα Na2CO3 και 
αποτελεί προϋπόθεση για την παρουσία των φαινολικών ιόντων ενώ δεν 





Σε σωληνάρια  falcon των 15ml προστίθεται απιονισμένο νερό όγκου 5mL και 
100 mL του προς εξέταση δείγματος φυτικού πολυφαινολικού εκχυλίσματος. Στο 
τυφλό δείγμα προστίθενται 100 μL απιονισμένου Η2Ο και στη συνέχεια 
προστίθενται 500 μL του αντιδραστηρίου FC.  Tα δείγματα ανακινούνται και 
μετά την πάροδο 3 λεπτών σε θερμοκρασία δωματίου προστίθεται 1,4 mL 
διαλύματος  Na2CO3 25% w/v. Ακολουθεί συμπλήρωση του όγκου στα 10 mL με 
απιονισμένο νερό. Το μίγμα ανακινείται ξανά και επωάζεται για 1 h στο σκοτάδι 
σε θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια γίνεται μέτρηση της οπτικής 
απορρόφησης στα 765 nm σε φασματοφωτόμετρο ως προς το τυφλό δείγμα. 
Κάθε εξεταζόμενο εκχύλισμα δοκιμάζεται εις τριπλούν. Κατόπιν εξετάστηκε η 
οπτική απορρόφηση των εκχυλισμάτων στα 765 nm χωρίς την παρουσία του 
αντιδραστηρίου FC η οποία αφαιρείται από την τελική απορρόφηση της 
αντίδρασης. Ο προσδιορισμός της ολικής ποσότητας πολυφαινολικών ενώσεων των 
εκχυλισμάτων έγινε μέσω πρότυπης καμπύλης του γαλλικού οξέος. Τα εκχυλίσματα 
χρειάστηκαν αραίωση ώστε η απορρόφηση να είναι στο εύρος των τιμών της 
πρότυπης καμπύλης.  
3.1.4 Προσδιορισμός δεικτών οξειδωτικού στρες στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα EA.hy926 
 
Προκειμένου να πραγματοποιηθεί η μέτρηση των δεικτών του οξειδωτικού στρες 
ακολουθούσε αποκόλληση των κυττάρων με την εξής διαδικασία: 
Αρχικά γίνονταν προσθήκη θρεπτικού υλικού χωρίς FBS με τα εκχυλίσματα 
βόστρυχων αλλά και χωρίς αυτά για δημιουργία δείγματος control και επώαση 
για 24 ώρες σε κατάλληλες συνθήκες.  Aκολούθησε σήκωμα των κυττάρων σε 
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falcon για φυγοκέντρηση στα 300g για 5 λεπτα στους 4oC και κατόπιν 
απομάκρυνση του υπερκείμενου και ξέπλυμα δυο φορές με PBS. Τέλος προκλήθηκε 
λύση των κυττάρων με υπερήχους και το κυτταροπλασματικό αιώρημα 
χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό δεικτών οξειδωτικού στρες με τις παρακάτω 
μεθόδους. 
3.1.5 Μέθοδος Βradford 
 
Ο προσδιορισμός της συνολικής ποσότητας πολυφαινολών των κυτταρικών 
εναιωρημάτων έγινε μέσω πρότυπης καμπύλης της πρωτεΐνης αλβουμίνης μέσω του 
αντιδραστηρίου Bradford. 
Το αντιδραστήριο Bradford χρησιμοποιείται συχνά για τον ποσοτικό 
προσδιορισμό της συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης. Η μέθοδος βασίζεται στην 
αλληλεπίδραση της χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 του αντιδραστηρίου με 
τα αμινοξέα των πρωτεϊνών οδηγώντας στο σχηματισμό χρωμογόνου προϊόντος με 
μπλε χρώμα το οποίο έχει οπτική απορρόφηση στα 595 nm (Bradford, 1976).  
Για την πρότυπη καμπύλη αλβουμίνης πραγματοποιήθηκαν διαδοχικές 
αραιώσεις διαλύματος αλβουμίνης 10 mg/mL ώστε να προκύψουν διαλύματα με 
συγκεντρώσεις 50, 100, 200, 400, 800, 1000 και 1400 μg/mL. Για την κατασκευή της 
πρότυπης καμπύλης 20 μL διαλύματος αλβουμίνης με τις παραπάνω συγκεντρώσεις 
προστέθηκε σε 1 mL διαλύματος αντιδραστηρίου Bradford. Τα δείγματα 
ανακινούνται απαλά και επωάζονται για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι να 
σταθεροποιηθεί το χρώμα. Ακολουθεί μέτρηση της οπτικής απορρόφησης στα 595 
nm. Ως τυφλό χρησιμοποιείται διάλυμα που περιέχει 20 μL Η2Ο και 1 mL διαλύματος 
αντιδραστηρίου Bradford. Οι συγκεντρώσεις αλβουμίνης 50-1400 αντιστοιχούν στο 
γραμμικό τμήμα της καμπύλης. 
Με βάση τις τιμές της οπτικής απορρόφησης στα 595 nm που αντιστοιχούσαν 
στις συγκεντρώσεις της αλβουμίνης κατασκευάστηκε η πρότυπη καμπύλη. 
Στο πείραμά μας, για τον προσδιορισμό της συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης 
των κυτταρικών εναιωρημάτων, προσθέσαμε 20 μL κάθε φορά από τα κυτταρικά 
εναιωρήματα και 20 μL PBS για το Blank, σε 1 mL διαλύματος αντιδραστηρίου 
Bradford. Στη συνέχεια, κάναμε επώαση για 15 λεπτά στο σκοτάδι και φωτομέτρηση 
στα 595 nm. Ακολούθησε αντιστοίχηση της τιμής οπτικής απορρόφησης με την 
συγκέντρωση αλβουμίνης από την πρότυπη καμπύλη. 
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3.1.6 Mέθοδος ΤΒΑRS για τον προσδιορισμό του δείκτη λιπιδικής 
υπεροξείδωσης 
 
Το οξειδωτικό στρες στο κυτταρικό περιβάλλον έχει ως αποτέλεσμα το 
σχηματισμό ασταθών υπεροξειδίων των λιπιδίων από τα πολυακόρεστα λιπαρά 
οξέα. Προϊόν της διάσπασης αυτών των ασταθών μορίων είναι η μηλονική 
διαλδεΰδη (MDA). Η μηλονική διαλδεΰδη μπορεί να προσδιοριστεί μέσω της 
αντίδρασής της με το θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBA). Έτσι, τα TBARS (Thiobarbituric 
acid reactive substances) εκφράζονται σαν ισοδύναμα της μηλονικής διαλδεΰδης, η 
οποία σχηματίζει μία ένωση με το θειοβαρβιτουρικό οξύ με αναλογία 1/2 
αντίστοιχα.  
Η μέτρηση της μηλονικής διαλδεΰδης είναι μία φωτομετρική μέθοδος για τον 
προσδιορισμό του βαθμού υπεροξείδωσης των λιπιδίων.  
Οι υπολογισμοί των επιπέδων ΤBARS γίνονται με βάση τον παρακάτω τύπο: 
TBARS (nmol / mg πρωτεΐνης) = [((Αδ – Α0)/ 0,156) x 7,5]/Cδ 
Αδ: Η μέση τιμή της οπτικής απορρόφησης του δείγματος. 
Α0: Η μέση τιμή της απορρόφησης του τυφλού. 
ε530MDA (μΜ-1cm-1): 0,156 είναι ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης της 
μηλονικής διαλδεΰδης. 
Τιμή 7,5: Ο συντελεστής αραίωσης του αιωρήματος (Vτελ.αντίδρασης/ μL 
αιωρήματος [3000 μL /400 μL]).  




Τετρακόσια μL κυτταρικού αιωρήματος (80-100μg/ml πρωτεΐνη) για τα 
δείγματα ή 400μl απεσταγμένο νερό για το τυφλό προστέθηκαν σε 500μL TCA 
35% και 500μL Tris-HCL (200mM, pH 7.4) και ακολούθησε επώαση για 10 λεπτά 
σε θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια, προστέθηκε 1ml Na2SO4 (2M)-TBA 
(55mM) και τα δείγματα επωάστηκαν στους 950C για 45 λεπτά. Ακολούθησε 
μεταφορά των δειγμάτων στον πάγο για 5 λεπτά και έπειτα αφού προστέθηκε 1 
mL TCA 70% τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στα 15000g για 3 λεπτά και η 
απορρόφηση του υπερκείμενου μετρήθηκε στα 530nm. Τα δείγματα χωρίς το 
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κυτταρικό αιώρημα αποτελούσαν το τυφλό και ο μηδενισμός του 
φασματοφωτόμετρου γίνεται με αέρα. Κάθε δείγμα εξετάστηκε εις τριπλούν. Η 
μέτρηση  απαιτεί >30μg απόλυτη ποσότητα πρωτεΐνης. 
3.1.7 Προσδιορισμός των επιπέδων πρωτεϊνικών καρβονυλίων 
 
Οι πρωτεΐνες και τα αμινοξέα είναι ευαίσθητα σε οξειδωτικές βλάβες. Τα 
πρωτεϊνικά καρβονύλια είναι ένας γενικός δείκτης της οξείδωσης των πρωτεϊνών 
που χρησιμοποιείται ευρέως. Οι καρβονυλικές ομάδες (αλδεΰδες και κετόνες) 
παράγονται κυρίως στις προσθετικές ομάδες της προλίνης (pro), της αργινίνης 
(arg), της λυσίνης (lys) και της θρεονίνης (thr). Είναι αξιόπιστος δείκτης 
οξείδωσης των πρωτεϊνών διότι τα καρβονύλια είναι σταθερά μόρια.  
Οι πρωτεΐνες που καρβονυλιώνονται υφίστανται μη αναστρέψιμες βλάβες. Η 
καρβονυλίωση οδηγεί στην απώλεια της φυσιολογικής τους λειτουργίας. Οι 
καρβονυλιωμένες πρωτεΐνες σε μέτριο βαθμό, διασπώνται από το πρωτεόσωμα 
αλλά αν υποστούν πολύ δριμείες βλάβες τότε δεν μπορούν να διασπαστούν και 
συγκεντρώνονται σε συσσωματώματα υψηλού μοριακού βάρους. Η 
καρβονυλίωση των πρωτεϊνών όχι μόνο επηρεάζει τη δική τους λειτουργία αλλά 
και τον τρόπο με τον οποίο λειτουργούν και άλλα βιομόρια. Για παράδειγμα, αν 
υποστούν καρβονυλίωση ένζυμα όπως εκείνα που επισκευάζουν το DNA ή οι 
DNA πολυμεράσες, το DNA δε θα επιδιορθώνεται ούτε θα αντιγράφεται με την 
απαραίτητη πιστότητα.   
Ο σχηματισμός των καρβονυλίων συνήθως ανιχνεύεται με την αντίδρασή 
τους με το DNPH (2,4 – δινιτροφαινυλυδραζίνη) προς σχηματισμό του DNP-
hydrazone (2,4 – δινιτροφαινυλυδραζονίου).  
 
Για την πραγματοποίηση του πειράματος ήταν απαραίτητη η παρασκευή 
των αντιδραστηρίων HCl 2.5N, DNPH  14 mM και Ουρίας 5 M. Η διαδικασία που 
ακολουθήθηκε ήταν η εξής : 
 
Διάλυμα HCl 2.5 N 
HCl: ΜΒ 36.46; stock 37% (10.1 N) 
Για να φτιάξουμε 100 mL διαλύματος 2.5 N HCl, προσθέτουμε αργά 24.6 mL του 
37% HCl (ίσο με 10.1 N HCl) σε ≈70 mL απεσταγμένου νερού και το φέρνουμε σε 
τελικό όγκο 100 mL με απεσταγμένο νερό. Κατά την παρασκευή του διαλύματος 
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του 2,5 N HCl χρειάζεται ιδιαίτερη προσοχή επειδή το διάλυμα του 37 % είναι 
πολύ καυστικό. Πάντα η παρασκευή γίνεται κάτω από τον απαγωγό και 
φορώντας γάντια. 
 
DNPH 14 mM (ΜΒ: 198.1) 
Για να φτιάξουμε 100 mL 14 mM DNPH διαλύουμε 0.2833 g DNPH σε 100 mL 2.5 
N HCl. Το διάλυμα αυτό φτιάχνεται πάντα τη μέρα του πειράματος. Όταν το 
ετοιμάσουμε το καλύπτουμε με αλουμινόχαρτο γιατί είναι φωτοευαίσθητο. 
Απαιτούνται 0.5 mL για κάθε δείγμα. Φτιάχνουμε και ένα τυφλό για κάθε δείγμα.  
 
Ουρία 5 M (pH 2.3) (ΜΒ: 60.06) 
Για να φτιάξουμε 100 mL 5 M ουρίας (pH 2.3, το οποίο ρυθμίζεται με 2N HCl), 
διαλύουμε 30 g ουρίας in ≈70 mL απεσταγμένου νερού και το φέρνουμε σε τελικό 
όγκο 100 mL με απεσταγμένο νερό. 
 
Προκειμένου να γίνει ο υπολογισμός των επιπέδων των πρωτεϊνικών 
καρβονυλίων είναι απαραίτητη η γνώση των παρακάτω σχέσεων : 
 
Συγκέντρωση πρωτεϊνικών καρβονυλίων (nmol/mL) = Aδείγματος – Aτυφλού / 
0.022  1000/50. 
Ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης του DNPH είναι 22 mM ∙ cm-1. 
Το 1000/50 είναι ο συντελεστής αραίωσης (1000 μL στην κυψελίδα /50 μL 
δείγματος). 
Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών καρβονυλίων ανά πρωτεΐνη 
πλάσματος μπορεί να γίνει μέσω της εξίσωσης: 
Συγκ. πρωτ. καρβ. (nmol/mg) = συγκ. πρωτ. καρβ. nmol/mL / συγκ. πρωτ 
mg/mL 
Συγκέντρωση πρωτεϊνικών καρβονυλίων (nmol/mL) = Aδείγματος – Aτυφλού / 0.022 
 1000/50  2  10. 
Ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης του DNPH είναι 22 mM ∙ cm-1. 
Το 1000/50 είναι ο συντελεστής αραίωσης (1000 μL στην κυψελίδα /50 μL 
δείγματος). Πολλαπλασιάζουμε με 2 για να συνυπολογίσουμε την 1:1 αραίωση κατά 
τη λύση των ερυθροκυττάρων και με 10 για να συνυπολογίσουμε την 1:10 αραίωση 
του δείγματος. 
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 Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης των καρβονυλίων εκφράζεται ως προς την 




 Σε 300 μL κυτταρικού εναιωρήματος προσθέσαμε 200 μL 20% TCA σε 
eppendorfs και αναδεύσαμε στο vortex (κάθε δείγμα έχει το τυφλό του). 
Το 20% TCA προστέθηκε με σκοπό την κατακρήμνιση των πρωτεϊνών των 
κυττάρων. Το TCA (τριχλωροοξικό οξύ) χρησιμοποιείται ευρέως στη 
βιοχημεία για την κατακρήμνιση μακρομορίων όπως πρωτεΐνες, DNA και 
RNA. 
 Επωάσαμε στον πάγο για 15 λεπτά και φυγοκεντρήσαμε στα 16.000 g για 
8 λεπτά στους 4 oC και απομακρύναμε το υπερκείμενο. 
 Προσθέσαμε στο ίζημα 0.5 mL του 14 mM DNPH (διαλυμένο σε 2.5 N HCL) 
για τα δείγματα και 0.5 mL 2.5 N HCL για τα τυφλά. Χρειάστηκε να 
διαλύσουμε με την πιπέτα το ίζημα. Αναδεύσαμε και επωάσαμε στο 
σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου για 1 ώρα με ενδιάμεση ανάδευση στο 
vortex κάθε 15 λεπτά. 
 Φυγοκεντρήσαμε στα 16.000 g για 8 λεπτά στους 4 oC και απομακρύναμε 
το υπερκείμενο. 
 
 Προσθέσαμε 1 mL του 10% TCA, (ανάδευση και διάλυση του ιζήματος με 
την πιπέτα όπου χρειάστηκε) και φυγοκεντρήσαμε στα 16.000 g για 8 
λεπτά στους 4 oC. 
 Απομακρύναμε το υπερκείμενο. Και προσθέσαμε 0.5 mL αιθανόλης και 0.5 
mL οξικού αιθυλεστέρα (αναλογία μίγματος, 1:1 v/v), κάναμε vortex και 
φυγοκεντρήσαμε στα 16.000 g για 8 λεπτά στους 4 oC. ( το βήμα αυτό 
έγινε εις τριπλούν για να απομακρυνθεί το DNPH που δεν έχει 
αντιδράσει.). 
 Απομακρύναμε το υπερκείμενο. Προσθέσαμε 1 mL 5 M ουρία (pH 2.3), 
αναδεύσαμε και επωάσαμε στους 37 oC για 15 λεπτά. Η ουρία προκαλεί 
μετουσίωση των πρωτεϊνών αυξάνοντας τη διαλυτότητά τους, 
διασπώντας τους ομοιοπολικούς δεσμούς. 
 Φυγοκεντρήσαμε στα 15.000 g για 3 λεπτά στους 4 oC. 
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 Τέλος, μεταφέραμε με την πιπέτα 900 μL σε μία κυψελίδα και μετρήσαμε 
την απορρόφηση στα 375 nm. 
3.1.8 Κυτταρομετρία Ροής 
 
Ένα από τα σημαντικότερα εργαλεία που χρησιμοποιήσαμε για την εκπόνηση 
της διπλωματικής εργασίας είναι η κυτταρομετρία ροής (Flow cytometry or FC). Είναι 
μια τεχνική αυτοματοποιημένης κυτταρικής ανάλυσης που επιτρέπει τη μέτρηση 
μεμονωμένων σωματιδίων (κυττάρων, πυρήνων, χρωμοσωμάτων κ.λπ.) καθώς 
διέρχονται σε νηματική ροή από ένα σταθερό σημείο όπου προσπίπτει μία δέσμη 
φωτός. Τα πλεονεκτήματα της κυτταρομετρίας ροής στηρίζονται κυρίως στη 
δυνατότητά της να αναλύει πολυπαραμετρικά, με μεγάλη ταχύτητα, ακόμη και σε 
μικρά δείγματα, ταυτοχρόνως πολλαπλά φυσικά ή/και χημικά χαρακτηριστικά του 
κυττάρου, συμπεριλαμβανομένης και της θέσης του κυτταρικού κύκλου στην οποία 




Aρχή της Μεθόδου 
 
Στην κυτταρομετρία ροής το υπό εξέταση υλικό, το οποίο πρέπει να είναι 
υπό μορφή εναιωρήματος (αίμα, μυελός των οστών ή άλλο παρασκευασθέν 
εναιώρημα κυττάρων από ιστούς), υπόκειται σε επεξεργασία με ειδικά κατά 
περίπτωση μονοκλωνικά αντισώματα συζευγμένα με φθορίζουσες ουσίες ή με 
φθορίζουσες χρωστικές ανάλογες προς τη χημική παράμετρο που αναζητείται. 
Στη συνέχεια ένα ένα τα κύτταρα υπό την επίδραση ρυθμίσεων υδροδυναμικής 
εστίασης έρχονται σε επαφή με δύο έως τέσσερις ακτίνες laser διαφορετικού 
μήκους κύματος εκπεμπόμενης ακτινοβολίας και κατάλληλου για τη διέγερση 
των φθοριοχρωμάτων. Διάφοροι ειδικά διατεταγμένοι ανιχνευτές (έως και 18 
βολταϊκές φωτοδίοδοι) μετρούν την ένταση του σκεδαζόμενου φωτός που 
προκύπτει από τη διάχυση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας μετά την 
πρόσκρουση της με τα κύτταρα προς όλες τις κατευθύνσεις στο χώρο. 
Λαμβάνονται κυρίως 4 φωτεινά σήματα: το απευθείας σκεδαζόμενο φώς (FSC), 
το υπό ορθή γωνία σκεδαζόμενο φώς (SSC), ο παραγόμενος φθορισμός και η 
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απορρόφηση μέρους της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Ο συνδυασμός αυτών 
των φωτεινών σημάτων παράγει ένα ρεύμα παλμού που ενισχύεται και 
εκφράζεται σαν μία σειρά εξειδικευμένων παλμών, τα αναλογικά σήματα, τα 
οποία στη συνέχεια μετατρέπονται σε ψηφιακά με τους μετατροπείς αναλογικού 
σήματος σε ψηφιακό (ADC system). Τα σήματα αυτά καταχωρούνται, 
ταξινομούνται, δημιουργούνται οι κατανομές συχνότητας των υπό διερεύνηση 
κυτταρικών παραμέτρων και αναλύονται με την χρήση ειδικών προγραμμάτων 
ηλεκτρονικών υπολογιστών. Με αυτόν τον τρόπο μπορούν να εξετασθούν 
δεκάδες κυτταρικές παράμετροι μεγάλου αριθμού κυττάρων σε μικρό χρονικό 
διάστημα (>1000 κύτταρα/δευτερόλεπτο). Εκτός από τη μελέτη των διαφόρων 
κυτταρικών χαρακτηριστικών, η τεχνική της κυτταρομετρία ροής είναι δυνατόν 
να χρησιμοποιηθεί και για διαλογή κυττάρων (cell sorting). Καθώς τα 
κύτταρα/σωματίδια του εναιωρήματος περνούν από την πηγή φωτός, δύναται 
εκλεκτικά να φορτισθούν και έτσι κατά την έξοδο τους διαχωρίζονται ανάλογα 
με το φορτίο τους, συλλέγοντας με αυτό τον τρόπο καθαρούς κυτταρικούς 








                                                  Διάγραμμα 1 
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                                                                Διάγραμμα 2 
 
Διαγράμματα 1-3: Παρουσιάζεται η %βιωσιμότητα των ενδοθηλιακών κυττάρων 
ΕΑ.hy926 στον άξονα των y, με τις διάφορες συγκεντρώσεις (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 και 
100 μg/mL) των βόστρυχων Moσχόμαυρου, Μαυροτράγανου και Μανδηλαριάς αντίστοιχα 
στον άξονα των x (επιπλέον χρήση control ως μάρτυρα, χωρίς την προσθήκη 
εκχυλίσματος). 
 
Τα διαγράμματα κατασκευάστηκαν, μετά τη συλλογή των απορροφήσεων 
για διάφορες συγκεντρώσεις εκχυλισμάτων. Ο λόγος που προχωρήσαμε στην 
συγκεκριμένη μελέτη ήταν ο προσδιορισμός των συγκεντρώσεων αυτών που δεν 
παρουσιάζουν κυτταροτοξική δράση. 
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Το συμπέρασμα στο οποίο καταλήξαμε είναι ότι όσο αυξάνονται οι 
συγκεντρώσεις των εκχυλισμάτων, τόσο μειώνεται η % βιωσιμότητα των 
κυττάρων. Ειδικότερα σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες των 2,5 μg/mL σε 
εκχυλίσματα Μαυροτράγανου και Μανδηλαριάς και 1 μg/mL σε εκχυλίσματα 
Μοσχόμαυρου παρατηρούνται σημαντικά στατιστικές διαφορές που μαρτυρούν 
την ισχυρή τοξικότητα του εκχυλίσματος σε αυτή τη συγκέντρωση. 
Καθώς, σκοπός μας ήταν να εξακριβώσουμε τη συγκέντρωση στην οποία τα 
κύτταρα επιζούν μετά την προσθήκη εκχυλίσματος, καταλήξαμε ότι η ιδανική 
συγκέντρωση για την πραγματοποίηση του πειράματος ήταν τα 0,5 μg/mL . 
4.2 Προσδιορισμό του δείκτη λιπιδικής υπεροξείδωσης ΤΒΑRS 
 
Χρησιμοποιήθηκαν μη κυτταροτοξικές συγκεντρώσεις εκχυλισμάτων 






Διάγραμμα 4: Σε μορφή στηλών παρουσιάζεται η % μείωση του δείκτη λιπιδικής 
υπεροξείδωσης ΤΒΑRS στα ενδοθηλιακά κύτταρα ΕΑ.hy926 ύστερα από την προσθήκη 
εκχυλίσματος βόστρυχων : α) Μoσχόμαυρου β) Μαυροτράγανου και γ) Μανδηλαριάς  
συγκέντρωσης 0.5 μg/mL 
 
Όσον αφορά τα TBARS παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση 
κατά 14.8% στα κύτταρα που χορηγήθηκε το εκχύλισμα Μανδηλαριά (p=0.012) 
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και 12.5% στα κύτταρα που χορηγήθηκε το εκχύλισμα Μαυροτράγανο (p=0.017) 
σε σχέση με το Control.  
Συνεπώς καταλήγουμε στο συμπέρασμα ότι τα εκχυλίσματα Μανδηλαριάς 
και Μαυροτράγανου έχουν την πιο ισχυρή δράση για μείωση του δείκτη λιπιδικής 
υπεροξείδωσης TBARS, δηλαδή προστατεύουν περισσότερο τα λιπίδια των 
κυττάρων από υπεροξείδωση. 
 
4.3 Προσδιορισμός των επιπέδων πρωτεϊνικών καρβονυλίων 
 
 
Χρησιμοποιήθηκαν επίσης μη κυτταροτοξικές συγκεντρώσεις εκχυλισμάτων 




Διάγραμμα 5: Σε μορφή στηλών παρουσιάζεται η % μείωση των πρωτεϊνικών 
καρβονυλίων στα ενδοθηλιακά κύτταρα ΕΑ.hy926 μετά την προσθήκη εκχυλίσματος 
βόστρυχων α) Μοσχόμαυρου, β) Μαυροτράγανου και γ) Μανδηλαριάς συγκέντρωσης 
0.5μg/mL 
 
Στην μέθοδο των Πρωτεϊνικών Καρβονυλίων παρατηρήθηκε στατιστικά 
σημαντική μείωση κατά 35.9% στα κύτταρα που χορηγήθηκε το εκχύλισμα 
Μανδηλαριά (p=0.030) και 16.6% στα κύτταρα που χορηγήθηκε το εκχύλισμα 
Μαυροτράγανο (p=0.006) σε σχέση με το Control.  
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 Συνεπώς, συμπεραίνουμε ότι το εκχύλισμα Μανδηλαριάς κατα κύριο και το 
εκχύλισμα Μαυροτράγανου κατά δεύτερο λόγο έχουν την πιο ισχυρή δράση για 
εξουδετέρωση των πρωτεϊνικών καρβονυλίων, μειώνουν δηλαδή το ποσοστό 
των οξειδωμένων πρωτεϊνών σε σχέση με την καλλιέργεια ελέγχου. 
 
4.4 Kυτταρομετρία Ροής 
4.4.1 Προσδιορισμός των επιπέδων της ανηγμένης γλουταθειόνης (GSH) 
 
Παρακάτω παρουσιάζονται ενδεικτικά τα διαγράμματα προσδιορισμού 








          Control  Moσχόμαυρο 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 14:12:19 EET - 137.108.70.7
 59 
                          




Διάγραμμα 6: Αντιπροσωπευτικές εικόνες γραφημάτων που δείχνουν την κοκκίωση 
(SSC) και το μέγεθος (FSC) των ενδοθηλιακών κυττάρων ΕΑ.hy926 καθώς και τη μεταβολή 
της γλουταθειόνης (GSH) στα κύτταρα EA.hy926. Τα ιστογράμματα δείχνουν τα επίπεδα 
της GSH μετά από χρώση με Mercury Orange υπό φυσιολογικές συνθήκες (control), υπό τη 






Η ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων από τον προσδιορισμό των επιπέδων 
των επιπέδων της Γλουταθειόνης με τη μέθοδο Κυτταρομετρίας Ροής φαίνεται 
στο παρακάτω διάγραμμα 7. 
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Διάγραμμα 7: Σε μορφή στηλών παρουσιάζεται η % αύξηση της γλουταθειόνης (GSH) 
στα ενδοθηλιακά κύτταρα ΕΑ.hy926 μετά την προσθήκη εκχυλίσματος βόστρυχων: α) 
Μοσχόμαυρου, β) Μαυροτράγανου και γ) Μανδηλαριάς συγκέντρωσης 0.5μg/mL 
 
 
Σημαντική στατιστική διαφορά παρατηρήθηκε μεταξύ του 
Μαυροτράγανου και της Μανδηλαριάς  σε σύγκριση με το control κάτι που 
υποδεικνύει τα συγκεκριμένα εκχυλίσματα αυξάνουν κατά πολύ τα επίπεδα της 
γλουταθειόνης στα κύτταρα. Πιό συγκεκριμένα τα εκχυλίσματα του 
Μαυροτράγανου παρουσίασαν σημαντικά στατιστική αύξηση της τάξης του 20.2 
%, ενώ τα εκχυλίσματα Μανδηλαριάς παρουσίασαν σημαντικά στατιστική 
αύξηση της τάξης του 15.8 %, σε σχέση με την ομάδα ελέγχου. 
 
 
4.4.2 Προσδιορισμός των επιπέδων των ROS 
 
Παρακάτω παρουσιάζονται ενδεικτικά διαγράμματα προσδιορισμού των 
ROS με τη μέθοδο της Κυτταρομετρίας ροής: 
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                    Control                                                            Moσχόμαυρο 
 









                     
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 14:12:19 EET - 137.108.70.7
 62 
                   Μαυροτράγανο                                                  Μανδηλαριά  
 
Διάγραμμα 8: Αντιπροσωπευτικές εικόνες γραφημάτων που δείχνουν την κοκκίωση 
(SSC) και το μέγεθος (FSC) των ενδοθηλιακών κυττάρων ΕΑ.hy926 καθώς και τη μεταβολή 
των Δραστικών Μορφών Οξυγόνου (ROS). Τα ιστογράμματα δείχνουν τα επίπεδα των ROS 
μετά από χρώση με DCF υπό φυσιολογικές συνθήκες (control), υπό τη χορήγηση 




H ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων από τον προσδιορισμό των επιπέδων 
των ROS με τη μέθοδο Κυτταρομετρίας Ροής συνοψίζονται στον παρακάτω 
διάγραμμα 9: 
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Διάγραμμα 9: Σε μορφή στηλών παρουσιάζεται η % μείωση των Δραστικών 
Μορφών Οξυγόνου (ROS) στα ενδοθηλιακά κύτταρα EA.hy926 μετά την προσθήκη 
εκχυλίσματος βόστρυχων: α) Μοσχόμαυρου, β) Μαυροτράγανου και γ) 
Μανδηλαριάς , συγκέντρωσης 0.5 μg/mL 
 
 
Στα επίπεδα των ROS δεν παρατηρήθηκε κάποια στατιστικά σημαντική 
διαφορά. Ωστόσο παρατηρήθηκε μια τάση μείωσης κατά 5.8% στα κύτταρα που 
χορηγήθηκε το εκχύλισμα Μαυροτράγανο (p=0.08) και 12.4% στα κύτταρα που 
χορηγήθηκε το εκχύλισμα Μανδηλαριά (p=0.065) σε σχέση με το Control. 
Συνεπώς τα εκχυλίσματα Μανδηλαριάς έχουν την πιο ισχυρή δράση για 
εξουδετέρωση ROS. 
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To oξειδωτικό στρες είναι μια κατάσταση που δημιουργείται λόγω της 
επικράτησης των ελευθέρων ριζών έναντι των αντιοξειδωτικών μηχανισμών του 
οργανισμού και είναι υπέυθυνη για μια σειρά από δυσλειτουργίες λόγω 
καταστροφών στα βιομόρια του οργανισμού. Αποτέλεσμα αυτών των 
δυσλειτουργιών είναι η πρόκληση ασθενειών όπως η εμφάνιση καρδιαγγειακών 
νοσημάτων, σακχαρώδη διαβήτη καθώς και καρκίνου μεταξύ άλλων (Halliwell B., 
2001) 
Τα αντιοξειδωτικά αποτελούν την άμυνα του οργανισμού απέναντι στις 
ελεύθερες ρίζες λειτουργώντας ουσιαστικά ως προστατευτικές ασπίδες. 
Κυριότεροι αντιοξειδωτικοί παράγοντες αποτελούν ορισμένες βιταμίνες 
(βιταμίνη Ε, βιταμίνη C), ιχνοστοιχεία αλλά και φυτοχημικές ενώσεις (νιασίνη, 
σελήνιο, καροτενοειδή). Χαρακτηριστικό παράδειγμα ουσιών με αντιοξειδωτική 
δράση αποτελούν επίσης  οι πολυφαινόλες. Απαντώνται σε πολλές τροφές που 
συμπεριλαμβάνονται στην καθημερινή διατροφή των ανθρώπων όπως τα 
λαχανικά, τα φρούτα και το κόκκινο κρασί  και γιαυτό το λόγο είναι εύκολη η 
λήψη τους. Ωστόσο παρότι μια ισορροπημένη διατροφή παρέχει το σύνολο των 
αντιοξειδωτικών που είναι απαραίτητα, ο οργανισμός από μόνος του, διαθέτει τα 
δικά του συστήματα άμυνας ενάντια στις ελεύθερες ρίζες.  Στα συστήματα αυτά 
άμυνας μπορούν να συμπεριληφθούν ορισμένες ενδογενείς αντιοξειδωτικές 
ουσίες πρωτεϊνικής φύσης όπως η καταλάση, οι δισμουτάσες του σουπεροξειδίου 
αλλά και ενώσεις μικρού μοριακού βάρους όπως η γλουταθειόνη, η ουβικινόνη 
και το λιποϊκό οξύ. 
Γενικότερα, τα σταφύλια περιέχουν ποικίλες αντιοξειδωτικές ενώσεις όπως 
κάλιο, φλαβονοειδή, πολυφαινολικά οξέα και βιταμίνες στα τμήματά τους. Στο 
παρελθόν έχουν πραγματοποιηθεί εργασίες οι οποίες συνδέουν τα εκχυλίσματα 
στεμφύλων με την αντιοξειδωτική τους δράση και κατ’ επέκταση με την 
επίδραση τους σε ασθένειες. Μια κλινική μελέτη έδειξε ότι το εκχύλισμα σπόρων 
σταφυλιού αύξησε τα επίπεδα της γλουταθειόνης στο πλάσμα σε ασθενείς με 
σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2 με υψηλό καρδιαγγειακό κίνδυνο (Kar et al, 2009). 
Έτσι, με βάση τα  αποτελέσματα μπορεί να προταθεί η χρήση των εκχυλισμάτων 
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στέμφυλων με σκοπό την προστασία από το οξειδωτικό στρες που προκαλεί 
βλάβη στα ενδοθηλιακά κύτταρα και συνεπώς στο καρδιαγγειακό σύστημα. 
Επιπλέον, σε άλλες μελέτες, εκχύλισμα σπόρων σταφυλιού ανέστειλε παράγοντα 
νέκρωσης όγκων (TNF-a) από επαγόμενη οξείδωση του DNA σε ανθρώπινα 
ενδοθηλιακά κύτταρα της σειράς HUVEC, ενώ οι φλούδες σταφυλιών και 
εκχυλίσματα σπόρων ανέστειλαν την αύξηση των ελευθέρων ριζών που 
προκαλείται από τη γλυκόζη σε ενδοθηλιακά κύτταρα (Chao et al, 2011 και Felice 
et al., 2012). Επιπρόσθετα, τα εκχυλίσματα σταφυλιού ανέστειλαν βλάβες από 
ROS που παράγονται από τη μιτομυκίνη C στο DNA, ενώ παράλληλα έρευνες του 
εργαστηρίου μας έδειξαν ότι τα οι αντιοξειδωτικές επιδράσεις που ασκούνται 
από τα εκχυλίσματα αυτά, συνδέονται άμεσα με τους μηχανισμούς της 
γλουταθειόνης (Apostolou et al., 2013; Goutzourelas et al., 2015; Stagos et al., 
2005). 
Η παρούσα έρευνα είχε ως στόχο να μελετήσει την επίδραση 
εκχυλισμάτων βόστρυχων αμπελου στους αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς των 
ανθρώπινων ενδοθηλιακών κυττάρων της σειράς EA.hy926. Κύριο βιοδραστικό 
συστατικό του εκχυλίσματος είναι οι πολυφαινόλες οι οποίες όπως 
προαναφέρθηκε, είναι αντιοξειδωτικά που επιδρουν προστατευτικά και 
ευεργετικά στο ενδοθήλιο.. Η λήψη λοιπόν των αποτελεσμάτων της παρούσας 
διπλωματικής εργασίας θα μας δώσει χρήσιμες πληροφορίες σχετικά με την 
αντιοξειδωτική ικανότητα κάθε εκχυλίσματος προκειμένου να χρησιμοποιηθεί 
ως πρόσθετο τροφίμων ή συμπληρωμάτων διατροφής για τη βελτίωση της 
ανθρώπινης υγείας χάρη στις βιολογικές τους ιδιότητες (αντιοξειδωτικές, 
καρδιοπροστατευτικές, αντικαρκινικές, αντιμικροβιακές, αντιφλεγμονώσεις) που 
συνδέουν τις φαινολικές ενώσεις με τα πιθανά οφέλη για την υγεία του 
ανθρώπου. 
Αρχικά, σε παράλληλη εργασία που διεξήχθη στο εργαστήριο, 
πραγματοποιήθηκε μελέτη της αντιοξειδωτικής δράσης των εκχυλισμάτων μέσω 
της ικανότητας δέσμευσης της ρίζας DPPH και της ρίζας ABTS αλλά και 
προσδιορισμός του συνολικου πολυφαινολικού περιεχομένου των εκχυλισμάτων 
μέσω του αντιδραστηρίου Follin-Ciocalteau. 
 Με τη μέθοδο Follin-Ciocalteau μετρήσαμε την τιμή ΤΡC (Total 
Polyphenol Content- Συνολικό πολυφαινολικό περιεχόμενο) και διαπιστώσαμε 
τις υψηλές ποσότητες πολυφαινολών για τα εκχυλίσματα που μελετήσαμε. 
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Συγκεκριμένα,  για το εκχύλισμα Μοσχόμαυρου λάβαμε τιμή ΤΡC ίση με 373,5 mg 
GA/g (GA= Gallic Acid), για το εκχύλισμα Μαυροτράγανου τιμή ΤΡC ίση με 317 
mg GA/g και για το εκχύλισμα Μανδηλαριάς τιμή ΤΡC ίση με 378,5 mg GA/g.  Από 
τη σύσταση των εκχυλισμάτων που διαθέτουμε, διαφαίνεται ότι τη μεγαλύτερη 
συγκέντρωση γαλλικού οξέος, καφεϊκού οξέος, trans–ρεσβερατρόλης, 
φερουλικού οξέος, κατεχίνης, κερκετίνης και καμφερόλης διαθέτουν οι 
βόστρυχοι Μανδηλαριάς, γεγονός που εξηγεί την υψηλή αντιοξειδωτική τους 
δράση. Οι βόστρυχοι Μαυροτράγανου διαθέτουν στη σύσταση τους τις 
υψηλότερες τιμές συριγγικού οξέος, επικατεχίνης και ρουτίνης, ενώ το 
Μοσχόμαυρο έχει τις χαμηλότερες τιμές, πράγμα που εξηγεί την χαμηλή 
αντιοξειδωτική του δράση. 
Κατόπιν, πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις τόσο με τη μέθοδο DPPH όσο και 
με τη μέθοδο ABTS για την αρχική εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης για κάθε 
εκχύλισμα. Με τη μέθοδο DPPH υπολογίστηκε η τιμή IC50 δηλαδή η 
συγκέντρωση του εκχυλίσματος που ανέστειλε/εξουδετέρωσε κατά 50% τη ρίζα 
και οι τιμές που λάβαμε ήταν για το Μοσχόμαυρο 16,3 μg/mL, για το 
Μαυροτράγανο 9,11 μg/mL και για τη Μανδηλαριά 7,0 μg/mL.  
Mε τη μέθοδο ΑΒΤS αντίστοιχα οι τιμές που λάβαμε ήταν για τα εκχυλίσματα 
Μοσχόμαυρου 2,25 μg/mL, Mαυροτράγανου 1,78 μg/mL και Μανδηλαριάς 1,06 
μg/mL. Συνεπώς, λαμβάνοντας υπόψιν ότι όσο πιο μικρή είναι η τιμή IC50 τόσο 
πιο ισχυρό αντιοξειδωτικό ειναι το εκχύλισμα διαπιστώνουμε ότι τα εκχυλίσματα 
Μανδηλαριάς είχαν την πιο ισχυρή δράση.  
΄Επειτα, με τη μέθοδο ΧΤΤ προσδιορίσαμε τις συγκεντρώσεις των 
εκχυλισμάτων που είναι κυτταροτοξικές, προκειμένου να εκτιμήσουμε τις 
κατάλληλες μη κυτταροτοξικές συγκεντρώσεις που θα χρησιμοποιούνταν στα 
κύτταρα EA.hy926. Tα εκχυλίσματα Μανδηλαριάς και Μαυροτράγανου, 
παρουσίασαν αυξημένη κυτταροτοξική δράση σε συγκέντρωση μεγαλύτερη των 
2,5 μg/mL, ενώ για τα εκχυλίσματα Μοσχόμαυρου αυτό συνέβαινε σε 
συγκεντρώσεις μεγαλύτερες τoυ 1μg/mL. Συνεπώς καταλήξαμε ότι η ιδανική 
συγκέντρωση για την πραγματοποίηση του πειράματος θα ήταν τα 0,5 μg 
εκχυλίσματος/ mL. Τα εκχυλίσματα στις συγκεκριμένες συγκεντρώσεις, είχαν 
ολική συγκέντρωση πολυφαινολών 0,20 μg/mL. 
Στη συνέχεια και στο δεύτερο στάδιο των πειραμάτων, έγινε συσχέτιση 
της επίδρασης των μη κυτταροτοξικών συγκεντρώσεων των εκχυλισμάτων με 
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τον προσδιορισμό δεικτών του οξειδωτικού στρες.  Συγκεκριμένα, 
επιβεβαιώσαμε αρχικά με τη μέτρηση του δείκτη ΤΒΑRS ότι τα εκχυλίσματα που 
μετρήθηκαν εμφάνιζαν αντιοξειδωτική δράση με πιο ισχυρό αυτό της 
Μανδηλαριάς το οποίο εξουτετέρωσε κατά 14,8 % σε σύγκριση με την 
καλλιέργεια ελέγχου, τη λιπιδική υπεροξείδωση των κυττάρων, ενώ σημαντική 
ήταν και η επίδραση του Μαυροτράγανου κατά 12,5 %.  
Επίσης, με τον προσδιορισμό των πρωτεϊνικών καρβονυλίων  
διαπιστώσαμε ότι τα εκχυλίσματα Μανδηλαριάς είχαν την ισχυρότερη δράση 
μειώνοντας κατά 25,9 % το ποσοστό των πρωτεινικών καρβονυλίων, δηλαδή 
των οξειδωμένων πρωτεϊνών του κυττάρου.  Ακολουθούν τα εκχυλίσματα 
Μαυροτράγανου και Μοσχόμαυρου με 16,6 % και 9,7% αντίστοιχα. Είναι φανερή 
λοιπόν η μεγάλη μείωση των δεικτών που προκάλεσε το εκχύλισμα Μανδηλαριάς 
και η ελάχιστη του Μοσχόμαυρου. 
Η διαπίστωση ότι τα εκχυλίσματα βόστρυχων Μανδηλαριάς και 
Μαυροτράγανου, είχαν την ισχυρότερη επίδραση στην οξειδοαναγωγική 
κατάσταση των ενδοθηλιακών κυττάρων ΕΑ.hy926, ενισχύθηκε από τα 
αποτελέσματα που λάβαμε από την Κυτταρομετρία ροής.  Πιο συγκεκριμένα, 
προσδιορίστηκαν τα επίπεδα των δραστικών μορφών οξυγόνου, ROS,  καθώς και 
της ανηγμένης γλουαθειόνης, GSH. Πράγματι, το εκχύλισμα Μανδηλαριάς ασκεί 
άμεσα αντιοξειδωτική δράση καθώς μειώνει τα επίπεδα των ROS κατά 12,4 % σε 
σχέση με την ομάδα ελέγχου, μια τιμή που ωστόσο δεν είναι στατιστικά 
σημαντική. Εκτός, από μείωση των ROS το εκχύλισμα αυτό προκαλεί αύξηση των 
επιπέδων ανηγμένης γλουταθειόνης κατά 15,8% σε σχέση με την καλλιέργεια 
ελέγχου, ενώ παράλληλα, το εκχύλισμα Μαυροτράγανου κατά 20,2%, τιμές οι 
οποίες είναι στατιστικά σημαντικές. 
Ανάλογα αποτελέσματα που μαρτυρούν την ισχύ των εκχυλισμάτων 
Μανδηλαριάς και Μαυροτράγανου παρατηρήθηκαν σε παράλληλη διπλωματική 
εργασία που πραγματοποιήθηκε  στο  εργαστήριο με τα ίδια εκχυλίσματα σε 
μυϊκά κύτταρα C2C12. Τα αποτελέσματα της εργασίας αυτής απέδειξαν ότι 
ισχυρότερο εκχύλισμα ήταν αυτό της Μανδηλαριάς,  επιβεβαιώνοντας ωστόσο 
τα συμπεράσματα στα οποία καταλήξαμε σχετικά με την αντιοξειδωτική δράση 
και των δυο εκχυλισμάτων. 
H ισχύς του εκχυλίσματος της Μανδηλαριάς κατα κύριο λόγο όπως και 
του Μαυροτράγανου, αποδόθηκε κυρίως στη ποιοτική τους σύσταση σε 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 14:12:19 EET - 137.108.70.7
 68 
πολυφαινόλες. Όπως είναι διακριτό στον Πίνακα 3 της παρούσας διπλωματικής 
εργασίας., παρότι η ποσοτική σύσταση όλων των εκχυλισμάτων ήταν η ίδια, της 
τάξης των 0,20 μg πολυφαινολών/ml εκχυλίσματος, η ποιοτική τους σύσταση 
διέφερε καθώς τα εκχυλίσματα είχαν διαφορετική συγκέντρωση πολυφαινολών. 
Συγκεκριμένα, τα εκχυλίσματα Μανδηλαριάς έχουν υψηλότερη σύσταση σε 
συγκεκριμένες πολυφαινόλες όπως είναι το Γαλλικό οξύ, η trans-ρεσβερατρόλη, η 
κατεχίνη αλλά και η κερκετίνη, ενώ παράλληλα τα εκχυλίσματα Μαυροτράγανου 
παρουσιάζουν υψηλότερη συγκέντρωση στις πολυφαινόλες κατεχίνη, 
επικατεχίνη, ρουτίνη και συριγγικό οξύ. Επομένως, η διαφορετική αντιοξειδωτική 
δράση των εκχυλισμάτων και πιο συγκεκριμένα η ισχυρή δράση των 
εκχυλισμάτων Μανδηλαριάς και Μαυροτράγανου, οφείλεται κυρίως στις 
προαναφερθείσες πολυφαινόλες. Eιδικότερα οι φλαβανόλες κατεχίνη και 
επικατεχίνη έχουν βρεθεί ότι είναι μεταξύ των φλαβονοειδών με την πιο ισχυρή 
ικανότητα εξουδετέρωσης ελευθέρων ριζών. Η δραστικότητά τους αποδίδεται 
κυρίως στη χημική τους δομή, ειδικά με τη δομή των δυο δακτυλίων βενζολίου. Η 
κερκετίνη έχει επίσης τον ίδιο αριθμό υδροξυλομάδων και στις ίδιες θέσεις με την 
κατεχίνη, ωστόσο έχει έναν 2-3 διπλό δεσμό στον C- δακτύλιο καθώς και μια 
κετόνη στη θέση 4. Αυτή η μορφή της δομής παρέχει μια ενίσχυση της 
αντιοξειδωτικής δράσης σε σύγκριση με τον κορεσμένο ετεροκυκλικό δακτύλιο 
της κατεχίνης. Τέλος η αντιοξειδωτική ικανότητα του γαλλικού οξέος αποδίδεται 
στις τρεις υπάρχουσες υδροξυλομάδες. 
  H ολοκλήρωση της εργασίας έπιβεβαίωσε την αρχική υπόθεση ότι τα 
εκχυλίσματα βόστρυχων αμπέλου έχουν αντιοξειδωτική ικανότητα και 
βελτιώνουν την οξειδοαναγωγική κατάσταση των ενδοθηλιακών κυττάρων 
ΕΑ.hy926 με πιο ισχυρά αυτά της ποικιλίας Μανδηλαριάς και του Μαυροτράγανου. 
Αναμφισβήτητα, πρόκειται για μια πολύ σημαντική διαπίστωση που μπορεί να 
αποτελέσει ένα πρώτο βήμα για μελλοντική αξιοποίηση των εκχυλισμάτων αυτών 
στην βιομηχανία τροφίμων και κατά συνέπεια στην διατροφή των ανθρώπων. 
Ωστόσο, για να υλοποιηθεί αυτός ο στόχος κρίνεται αναγκαία η περαιτέρω 
έρευνα του μηχανισμού αντίδρασης του κυττάρου στο οξειδωτικό στρες και εν 
συνεχεία ο μηχανισμός χημειοπροστατευτικής δράσης του εκχυλίσματος από 
βόστρυχους αμπέλου. 
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